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Sepsiksestä puhutaan, kun sieni tai bakteereita on päässyt elimistössä normaalisti steriiliin
tilaan, esimerkiksi vereen. Vastasyntyneet, erityisesti keskoset, ja lapsisyöpäpotilaat kuu-
luvat sepsiksen riskiryhmään alhaisen immuniteettinsa ja perussairautensa vuoksi. On tär-
keää saada sepsis diagnosoitua ja mikrobilaji tunnistettua ajoissa tehokkaan hoidon aloit-
tamiseksi. Mitä aiemmin hoito aloitetaan ja mitä paremmin se onnistuu, sitä vähemmän
haittoja koituu sekä sairaalalle että sairastuneelle.
Tässä kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan tarkemmin sepsiksen riskitekijöitä sekä diag-
nosointimenetelmiä vastasyntyneillä. Lisäksi ”Tehostettu bakteerien rikastus ja kaa-
sudetektio lapsipotilaiden veriviljelydiagnostiikassa” -tutkimuksessa verrattiin Kuopion
yliopistollisessa sairaalassa käytössä olevan bioMérieux-mikrobien rikastusmenetelmän
nopeutta Portable Microbe Enrichment Unit (PMEU) Scentrion®:iin (Finnoflag Oy, Kuo-
pio ja Siilinjärvi; Samplion Oy, Kuopio). PMEU Scentrion® on kannettava mikrobien ri-
kastuslaite, joka mittaa bakteerien kasvun analysoimalla näytteiden läpi johdettavan kaasu-
virran yhdisteiden pitoisuuksien muutoksia. BioMérieux-laite mittaa bakteerien kasvun
myötä syntyvän hiilidioksidin lisääntymistä näytteen fluoresenssin muutoksen avulla. Tut-
kimuksen tavoitteena on kehittää laite, jolla olisi mahdollista rikastaa bakteerit nykyistä
nopeammin ja tunnistaa mikrobi jo rikastusvaiheessa. Tutkimuksessa otettiin rinnakkaisve-
riviljelynäytteet Vastasyntyneiden teho-osaston (56 näytettä) sekä Lasten veri- ja syöpätau-
tien osaston sepsisepäilypotilaista; toinen näyte KYSin oman laboratorion bakteeririkastus-
laitteeseen ja toinen näyte tutkimuslaitteeseen. Rikastuksen jälkeen bakteerit viljeltiin nor-
maalien käytäntöjen mukaisesti Itä-Suomen laboratoriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymän
(ISLAB) laboratoriossa.
Vastasyntyneiden teho-osaston näytteiden tulokset olivat identtiset molemmilla menetel-
millä, sama tulos saatiin yhtä nopeasti. PMEU-rikastuksen sensitiivisyys oli 66 % ja spesi-
fisyys 79 %, jos ICD-10-diagnoosi P36.99 Kliininen (veriviljelynegatiivinen) sepsis laske-
taan sepsis-diagnoosiksi. Tällöin PMEU-laite on ilmoittanut bakteerikasvusta, mutta vilje-
lyt ovat jääneet negatiivisiksi.
PMEU-laitteessa on potentiaalia sepsiksen diagnosoimisen nopeuttamiseksi ja helpotta-
miseksi, tulevaisuudessa tulisi kehitellä PMEU-laitteessa käytettävä oma elatusaine, luoda
tietopankki kasvukäyristä ja automatisoida järjestelmä prosessin nopeuttamiseksi ja tarken-
tamiseksi potilastyöhön sopivaksi. PMEU-teknologian avulla osoittautui myös mahdol-
liseksi nopeasti monitoroida eri bakteeri-isolaattien mahdollisia antibioottiresistenssejä.
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When a normally sterile part of the body gets infected by fungus or bacteria, it is called
septicaemia. Newborn, especially premature infants, and child cancer patients are at a
greater risk of sepsis due to their undeveloped or suppressed immune system and condi-
tion. The diagnosis and identification of the microbe is crucial for effective treatment. The
method has to be fast and precise. The faster the antibiotic treatment starts, the better the
prognosis is. Ineffective medication can lead to resistant bacteria, injury and even death. It
also causes extra cost for the society and the hospital.
This thesis reviews the risk factors of sepsis and the diagnostic means of the sepsis in new-
borns. Also, the study “Enhanced microbe enrichment and gas detection in the diagnostics
of sepsis in children” investigated if Portable Microbe Enrichment Unit (PMEU) Scentri-
on® (Finnoflag Oy, Kuopio and Siilinjärvi; Samplion Oy, Kuopio, Finland) could provide
a faster, more effective and accurate way of diagnosing sepsis and identificating the caus-
ing bacterium compared to the standard method in Kuopio University Hospital (KUH),
manufactured by BioMérieux (bioMérieux Corporate, Paris, France). PMEU Scentrion® is
a portable microbe enrichment device that analyses bacterial growth by detecting changes
in  the  components  of  the  gas  derived  through the  blood  sample.  The  software  of  bioMé-
rieux detects the bacterial growth by the change of the fluorescence of the sample. The flu-
orescence changes when bacteria multiply and produce carbon dioxide. The aim of the
study was to develop a device that could enrich the bacteria faster than before and recog-
nize the microbe already in the enrichment phase. In the study, the blood samples of the
sepsis suspect patients from the Neonatal Intensive Care unit (56 samples) and the Paediat-
ric Haematology and Oncology unit were collected and enriched by the PMEU hardware
and the standard method. After enrichment the detected bacteria from both enrichment
software were cultured by Eastern Finland Laboratory Centre Joint Authority Enterprise
(ISLAB).
The results of the samples of the Neonatal Intensive Care unit patients were identical with
both methods. The sensitivity of PMEU was 66 % and specificity 79 % if the ICD-10-
diagnosis P36.99 Clinical (blood culture negative) sepsis is count in as sepsis. I this case,
PMEU reported bacterial growth, but no growth was seen in the blood cultures.
PMEU software has potential in providing an easier and faster diagnosis of sepsis. Further
development of the PMEU software and culture broth could offer means for increased
speed, specificity and sensitivity. PMEU software also proved out to be useful in monitor-
ing the antibiotic resistance of different bacterial isolates.
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61 JOHDANTO
Sepsiksestä puhutaan, kun sieni tai bakteereita on päässyt elimistössä normaalisti steriiliin
tilaan, esimerkiksi vereen. Altistavia tekijöitä sepsikselle ovat mm. heikentynyt immuni-
teetti, vakava perussairaus, keskuslaskimokatetrit ja muut kehossa olevat vierasesineet sekä
suuret leikkaukset. Sepsiksen oireita ovat huono yleistila, äkillinen kuumeen nousu, seka-
vuus, voimakas vapina, pahoinvointi, nopea syke, nopea hengitys ja matala verenpaine.
Vastasyntyneet, erityisesti keskoset, ja lapsisyöpäpotilaat kuuluvat sepsiksen riskiryhmään
alhaisen immuniteetin ja perussairautensa vuoksi. Keskosen suolen limakalvo ja luonnolli-
nen immuniteetti erilaisia bakteereita vastaan ovat vielä kehittymättömät, ja he tarvitsevat
usein tehohoitoa ja viettävät pitkiä aikoja sairaalassa. Tällöin sairaalan aseptiset työtavat ja
käsihygienia ovat avainasemassa sepsisten ehkäisyssä.
On tärkeää saada sepsis diagnosoitua ja mikrobilaji tunnistettua ajoissa tehokkaan hoidon
aloittamiseksi. Mitä aiemmin hoito aloitetaan ja mitä paremmin se onnistuu, sitä vähem-
män haittoja koituu sekä sairaalalle että sairastuneelle. Voimavaroja ei ole järkevää tuhlata
tehottomaan hoitoon, joka voi johtaa resistenttien bakteerikantojen syntyyn, potilaan vam-
mautumiseen tai jopa kuolemaan. Hoidon onnistumisen kannalta on keskeistä löytää nope-
asti kyseiseen sepsis-infektioon parhaiten soveltuva antibioottilääkitys sekä seurata hoidon
vaikutuksia mikrobiologisesti.
Portable Microbe Enrichment Unit (PMEU) Scentrion® on mikrobien rikastuslaite, jonka
tehokkuutta Neosepsis-tutkimuksessa verrataan Kuopion yliopistollisessa sairaalassa käy-
tössä olevaan bioMérieux-mikrobirikastusmenetelmään. BioMérieux–laboratoriorobotissa
näytteet inkuboituvat 35 asteessa ja laite mittaa bakteerien kasvun myötä syntyvän hiilidi-
oksidin lisääntymistä näytteen fluoresenssin muutoksen avulla.  PMEU Scentrion® puoles-
taan analysoi näytteiden läpi johdettavan kaasuvirran yhdisteiden pitoisuuksien muutoksia.
Aiempien tutkimusten mukaan PMEU-laite saa pienet, antibioottihoidon heikentämätkin
bakteerimäärät kasvamaan havaittaviin määriin. Tutkimuksen hypoteesi on, että PMEU-
laitteiden käyttö nostaisi todellisesti positiivisten sepsis-diagnoosien määrän kaksinker-
taiseksi. Bakteerit on rikastuksen jälkeen viljeltävä normaalein keinoin niiden tunnista-
miseksi. PMEU-laitteessa viljely voidaan tehdä suoraan ruiskuista. Kaasudetektorin piir-
7tämän käyrän muutokset saattavat olla jokaisella bakteerilla omanlaisensa, ja kenties tule-
vaisuudessa kehittely kohdistuu bakteerien tunnistukseen tätä kautta. PMEU Scentri-
on®:lla voitaisiin myös tutkia bakteerien antibioottiherkkyydet nykymenetelmiä nopeam-
min samanaikaisesti rikastuksen kanssa. Erillisessä tutkimuksessa todettiin, että bakteerin
herkkyys antibiootille todettiin enintään 12 tunnissa (Hakalehto, 2009). PMEU:n avulla on
myös tutkittu vastasyntyneen suolistoflooran kehittymistä ja flooran antibioottiherkkyyksiä
(Pesola & Hakalehto, 2011). Lisää tutkimusta kuitenkin tarvitaan potilaiden hoidossa ja
herkkyysmäärityksissä käytettävien antibioottipitoisuuksien korreloinnista. Lisäksi laitteen
automatisointi kasvukäyrän tulkinnassa vähentäisi käyttäjästä johtuvien virheiden tai vää-
rintulkintojen riskiä. PMEU-laite voidaan myös tarvittaessa yhdistää uusiin molekyylibio-
logisiin tutkimusmenetelmiin tuloksen saantia nopeuttavana ja varmentavana menetelmänä
(Pitkänen, 2009).
82 VASTASYNTYNEEN SEPSIS
Vastasyntyneen sepsis jaetaan varhaiseen ja myöhäiseen tyyppiin potilaan iän perusteella.
Alle 72 tunnin ikäisen sepsis on varhainen, sitä vanhemman myöhäinen. Näiden kahden
tyypin oireet ja riskitekijät poikkeavat hieman toisistaan.
2.1  RISKITEKIJÄT
Varhaisen sepsiksen suurin yksittäinen riskitekijä on keskosuus. Muita riskitekijöitä ovat
ennenaikainen lapsiveden meno (>18h ennen syntymää), äidin infektio tai GBS-kantajuus
(Group B Streptococcus – eli Streptococcus agalactiae –kantajuus), ja edellisen lapsen in-
fektio. Myös alhainen syntymäpaino, antenataalisen eli synnytystä edeltävän hoidon puute
sekä amnioniitti eli vesikalvon ja lapsiveden tulehdus altistavat varhaiselle sepsikselle
(Stoll, 1996; Klinger, 2009).
Myöhäiselle sepsikselle altistavat tekijät ovat usein hoitoon liittyviä: keskuslaskimokatetrit
ja muut vierasesineet, hengityskonehoito, operaatiot, parenteraalinen ravinto sekä aseptisen
työskentelyn huono toteutuminen.
Täysiaikainen vastasyntynyt tarvitsee harvemmin invasiivista hoitoa tai muitakaan myö-
häiselle sepsikselle altistavia toimenpiteitä. Heillä siihen ei liitykään mitään tiettyjä riskite-
kijöitä, ja taudin oireet ilmenevät usein vasta kotona (Lastentaudit, 2010).
2.2  OIREET
Sepsiksen kliinisiä oireita ovat kuume tai alilämpö, syömisvaikeudet, käsittelyarkuus, it-
kuisuus, vaisuus ja hengitysvaikeudet. Varhainen sepsis johtaa usein yleistyneeseen sep-
sikseen ja jopa shokkiin. Myöhäiseen sepsikseen liittyy useammin meningiitti (Saxén,
2006).
92.3  DIAGNOSOINTI
Sepsis diagnosoidaan tyypillisesti kliinisten oireiden ja veriviljelyjen perusteella. Usein
sepsiksen diagnosointi on kuitenkin haasteellista. Vastasyntyneeltä saatavan verinäytteen
volyymi on pieni, 0,5–1,0 ml, ja bakteerin määrä sekä veressä että näytteessä on hyvin al-
hainen. Lisäksi äidin mahdollisesti synnytyksen aikana saama antibiootti estää lapsen ve-
reen päätyessään bakteerien lisääntymisen viljelyissä. Huomioitava on myös kontaminaati-
on riski (Fischer J, 2005; Kurlat I, 1989).
Jotta bakteerin määrä viljelyyn olisi riittävä, näytettä rikastetaan ensin inkubaattorissa.
Kuopion yliopistollisessa sairaalassa on käytössä bioMérieux’n veriviljelymenetelmä. Vas-
tasyntyneiden verinäytteet otetaan BacT/ALERT® PF -veriviljelypulloihin, jotka sisältävät
elatusainetta ja antibioottien toimintaa estäviä aineita. Kyseiset pullot on tarkoitettu aero-
bisten bakteerien kasvatukseen, nykykäsityksen mukaan vastasyntyneillä sepsiksen aiheut-
taja on harvemmin anaerobinen. Verinäytteen lisäämisen jälkeen pullot asetetaan
BacT/ALERT-inkubaattoriin +35 °C:seen. Jos laite havaitsee pulloissa bakteerikasvua ult-
raviolettivalolla mitattavan fluoresenssin muuttumisen perusteella, se antaa ääni- ja valohä-
lytyksen. Fluoresenssi muuttuu bakteerien kasvaessa ja tuottaessa hiilidioksidia.
Tämän tyyppiseen diagnostiikkaan liittyy kuitenkin ongelmia. Laite ei välttämättä havaitse
bakteerikasvua, jos bakteerin hiilidioksidin tuotto on poikkeavaa. Toisaalta, jos inkubaatto-
rista otetaan kesken kasvatuksen näytteitä, laitteen kyky havaita hiilidioksidia voi häiriin-
tyä. Myös bakteerien kyky käyttää hyväkseen kasvatusalustan sisältämiä ravintoaineita voi
vaihdella, estäen näin kasvun (tutkimussuunnitelma, liite 2).
Diagnosointia vaikeuttaa myös standardien puute sepsisoireissa. Eri potilaiden oireet saat-
tavat vaihdella ja veriviljelyt jäädä negatiivisiksi, vaikka sepsis olisikin todellinen. Tämän
vuoksi entistäkin tehokkaampien diagnosointimenetelmien kehittäminen olisi tärkeää.
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2.4  MIKROBILÖYDÖKSET
Varhaisen sepsiksen tyypillisiä mikrobilöydöksiä ovat B-ryhmän beetahemolyyttinen
streptokokki eli Streptococcus agalactiae, Escherichia coli sekä koagulaasinegatiivinen
stafylokokki. Harvinaisempia gram-positiivisia aiheuttajia ovat Streptococcus viridans,
Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus sekä Streptococcus
pneumoniae. Haemophilus, Enterobacteriaceae-suvun sauvabakteerit sekä Pseudomonas
ovat harvinaisempia gram-negatiivisia löydöksiä (Stoll, 1996; Klinger, 2009).
Keskosen myöhäisen sepsiksen tyypillisin mikrobilöydös on gram-positiivinen bakteeri.
Usein taudin aiheuttaa Streptococcus agalactiae, kuten varhaisenkin sepsiksen. Tämän li-
säksi koagulaasinegatiivinen stafylokokki, Staphylococcus aureus, enterokokit ja ryhmän
D streptokokit ovat yleisiä löydöksiä. Noin viidesosa myöhäisen sepsiksen aiheuttajista on
gram–negatiivisia bakteereita. Escherichia Coli, Klebsiella ja Pseudomonas ovat  näistä
tyypillisimmät (Stoll, 1996).
2.5  HOITO
Vastasyntyneiden sepsiksen hoidossa käytetään yleensä kahden lääkkeen kombinaatiota,
joista toinen on gram-positiivisia ja toinen gram-negatiivisia bakteereita vastaan. Annoste-
lussa otetaan huomioon sikiöikä, kalenteri-ikä ja vastasyntyneen paino. Hoidossa käytettä-
vien aminoglykosidiantibioottien (useimmin netilmisiini ja tobramysiini) pitoisuuksia seu-
rataan niiden potentiaalisen munuaistoksisuuden vuoksi. Lapsen verenpainetta, pulssitasoa,
hengitystiheyttä ja veren happisaturaatiota seurataan jatkuvasti shokki-oireiden huomaa-
miseksi. Usein potilas tarvitsee myös nestehoitoa ja inotrooppilääkitystä verenkierron tur-
vaamiseksi. Hengityskonehoito aloitetaan tarvittaessa.
Varhaisen sepsiksen lääkkeenä käytetään usein bentsyylimetyylipenisilliiniä (G-
penisilliini) tai ampisilliinia ja aminoglykosidia, kuten netilmisiiniä. Niin sanottu empiiri-
nen lääkehoito aloitetaan heti veriviljelynäytteiden ottamisen jälkeen. Jos veriviljelyissä
todetaan jokin bakteeri, suunnataan lääkehoitoa spesifisesti juuri siihen laboratoriosta saa-
tavien antibioottiherkkyysmääritysten mukaan. Lapsen voinnin ja mikrobilöydösten mu-
kaan veriviljelypositiivisen sepsiksen hoidossa käytettävän antibioottilääkityksen kesto
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vaihtelee yhdestä kahteen viikkoon. Myöhäisen sepsiksen empiirisessä antibioottihoidossa
käytetään esimerkiksi kefuroksiimin ja aminoglykosidi-antibiootin yhdistelmää, jolla pyri-
tään jo alkuvaiheessa saamaan tehokkaampi hoitovaikutus myös gram-negatiivisia sau-
vabakteereita kohtaan. Hoito suunnataan myöhemmin löydösten mukaisesti. (KYS, Vasta-
syntyneiden teho-osasto, 2011a)
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3 KESKOSEN SEPSIS
3.1 KESKOSEN KEHITYKSEEN LIITTYVÄT RISKITEKIJÄT
Keskosen immuunipuolustuksen kaikki osatekijät ovat vielä kehittymättömiä, esimerkiksi
valkosolujen fagosytoosi on vähäisempää ja immunoglobuliinimäärät ovat pienempiä. Li-
säksi keskosella voi olla muitakin kehityshäiriöitä, rakennepoikkeavuuksia tai oireyhtymä-
diagnooseja. Täten itse keskosen rakenteessakin saattaa olla bakteeri-infektiolle altistavia
muutoksia tai puutoksia, kuten poikkeavat virtsatiet, ruuansulatuskanavan rakenne tai
heikko iho ja limakalvot. Lisäksi keskoset tarvitsevat usein tehohoitoa, johon liittyy infek-
tioiden kannalta merkittäviä riskitekijöitä. (Klinger, 2009; Craft, 2001)
3.2 ÄIDISTÄ JOHTUVAT RISKITEKIJÄT
Keskosena syntymisen aiheuttaneet tekijät usein lisäävät myös lapsen septisen infektion
riskiä. Tällaisia tekijöitä ovat amnioniitti, verenvuodot (esimerkiksi istukasta), pitkittynyt
tai vaikea synnytys, sikiökalvojen ennenaikainen puhkeaminen, prenataalisen hoidon puut-
tuminen ja yhdyntä synnytystä edeltävällä viikolla. Lisäksi synnytystä edeltävä infektio voi
siirtyä äidistä lapseen (Klinger, 2009).
13
4 VASTASYNTYNEEN SEPSIKSEN INFEKTIOTYYPPEJÄ
Vastasyntyneen sepsis voi aiheutua monenlaisista tekijöistä. Riskitekijöidenkin perusteella
erilaisia sepsislähteitä ovat äidin emättimen alueen bakteerit tai muualta äidistä saadut bak-
teerit, erilaiset kirurgiset operaatiot, vierasesineet (mm. kanyylit), keskushermostoperäiset
infektiot sekä virtsatieinfektiot. Melko usein vauvan verestä löytynyt bakteeri on suolisto-
peräinen, joko peräisin kontaminoituneesta vierasesineestä tai suoraan lapsen omasta ruu-
ansulatuskanavasta. Seuraavassa käsitellään äidistä lapseen välittyviä infektioita sekä teho-
hoitosepsistä.
4.1 RASKAUDEN AIKANA ÄIDILTÄ VÄLITTYNEET INFEKTIOT
Yleisimmät äidistä peräisin olevat sepsiksen aiheuttajat ovat Listeria monocytogenes ja B-
ryhmän streptokokki.
4.1.1 B-ryhmän streptokokki eli Streptococcus agalactiae (GBS)
GBS-kantajuus on nykyisin suhteellisen yleistä ja voi aiheuttaa suurentuneen kuolemanris-
kin, chorionamnioniitin, endometriitin tai bakteremian. Se lisää myös keskenmenon, prena-
taalikuoleman sekä varhaisen sepsiksen riskiä. Lapseen GBS tarttuu joko kolonisoituneen
synnytyskanavan kautta tai sikiökalvojen ennenaikaisen puhkeamisen yhteydessä. Tartunta
ensimmäisten elinpäivien aikana voi aiheuttaa joko ei-fokaalisen bakteremian, pneumoni-
an, meningiitin tai harvemmin niveltulehduksen. Myöhäisen sepsiksen yhteydessä bakteeri
aiheuttaa yleisen bakteremian lisäksi usein meningiitin. Erityisen suuri GBS-sepsiksen vaa-
ra on muiden riskitekijöiden läsnäollessa: alhainen syntymäpaino (< 2,5kg), keskosuus,
sikiökalvojen ennenaikainen puhkeaminen (> 18 h), GBS-bakteruria sekä äidin synnytyk-
sen aikainen kuume.  (Stoll, 1996)
S. agalactiae on erittäin yleinen lypsykarjan mikrobi, jonka leviäminen lehmänmaidon vä-
lityksellä on mahdollista, vaikkakin suurin osa ihmisillä tautia aiheuttavista kannoista on
erityyppisiä kuin karjalla esiintyvät kannat (Krauss, 2003; Manning 2010). Todennäköisin
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leviämisreitti on siis gastrointestinaalisen kanavan kautta emättimen limakalvolle. Sikiöön
bakteeri voi tarttua jo kohdussa, jos sikiökalvot puhkeavat ennenaikaisesti.
Nykyisin odottavia äitejä seulotaan GBS-kantajuuden varalta. Antibioottiprofylaksia (G-
penisilliini) GBS-kantajuuden yhteydessä on vähentänyt varhaisen sepsiksen insidenssiä
2,2/1000 vastasyntyneestä 0,4/1000 vastasyntyneeseen (Apgar, 2005).
4.1.2 Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes on opportunistinen patogeeni. Se voi aiheuttaa sairauden mm.
vanhuksille, immuunipuutteisille, raskaanaoleville tai vastasyntyneille. Äidille listerioosi ei
aina aiheuta oireita, mutta se voi aiheuttaa flunssan kaltaisen tilan, vatsakipua, septikemiaa,
vähentyneitä sikiön liikkeitä tai ennenaikaisen synnytyksen. Joissain tapauksissa se voi ai-
heuttaa kuumeisen gastroenteriitiin tai amnioniitin. Se voi johtaa myös sikiön kuolemaan.
Listeria tarttuu lapseen yleisimmin istukan kautta. Listeria-infektion yhteydessä lapsivesi
voi olla vihertävää ja jo syntyessään lapsella on usein yleisinfektion merkkejä, esimerkiksi
kuumetta, keltaisuutta, itkuisuutta, ihottumaa ja tajunnantaso voi olla alentunut. Jos Liste-
ria tarttuu synnytyskanavasta tai sairaalasta, se aiheuttaa myöhäisen infektion. Tällöin to-
dennäköisin ilmenemismuoto yleisinfektion sijaan on pneumonia, gastroenteriitti tai me-
ningiitti. Listeria voi aiheuttaa myös keskenmenoja, ja sillä voi olla heikentävä vaikutus
näkökykyyn (Elliott, 1992).
Listeria elää vedessä ja maaperässä, joten se tarttuu useimmiten ruoan välityksellä. Vihan-
nekset, raa’at kalat ja lihat sekä pastöroimattomat maitotuotteet, kuten tuorejuustot, ovat
sen yleisiä lähteitä. Raskauden aikana suositellaankin välttämään näitä tuotteita.
Bakteeri todetaan viljelyllä ja sen hoitoon käytetään usein ampisilliinin ja aminoglykosidin
yhdistelmää. (KYS, Vastasyntyneiden teho-osasto, 2011a)
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4.2 TEHOHOITOSEPSIS
4.2.1 Yleistä
Varhaisilla raskausviikoilla syntyneitä keskosia hoidetaan vastasyntyneiden teho-osastolla,
missä heille joudutaan usein suorittamaan invasiivisia toimenpiteitä. Näihin kuuluvat mm.
valtimo- ja laskimokatetrien laittaminen, hengityskonehoito ja leikkaukset. Tällaisessa ti-
lanteessa korostuu aseptisten toimintatapojen tärkeys. Katetrien tai leikkausvälineiden ja
ruoan puhtaus, invasiivisten linjojen lyhyt käyttöaika sekä käsien desinfiointi vähentävät
sepsiksen riskiä (Craft A, 2001). Keskosille joudutaan usein myös antamaan ravinto paren-
teraalisesti, mikä altistaa suolistoperäisten infektioiden kehittymiselle. Lisäksi keskosten
immuunipuolustus on kehittymätön ja suoliston IgA-pitoisuudet vähäisemmät rintaruokin-
nankin puuttumisen vuoksi. Antibioottihoidot muokkaavat suoliston normaaliflooraa epä-
edullisesti altistaen haitallisten bakteerien liialliselle lisääntymiselle ja translokaatiolle
esimerkiksi vatsaonteloon ja lopulta verenkiertoon (Wells, 1988; Alverdy, 1988).
Tehohoidossa hoidettavien keskosten sepsisoireet ovat usein epämääräisiä. Näitä voivat
olla bradykardia, hengityskatkokset, trombosytopenia, hyperglykemia, metabolinen
asidoosi, alentunut tajunnantaso sekä suolen vetovaikeudet.
Mikrobilöydöksistä tavallisimmat, kun kyseessä on tehohoidon aiheuttama sepsis, ovat S.
aureus ja koagulaasinegatiiviset stafylokokit (mm. S. epidermidis). Aiheuttaja voi olla
myös gram-negatiivinen enterobakteeri tai sieni. Usein aiheuttaja on opportunistibakteeri,
joka ei aiheuta tautia terveelle potilaalle (Mollit, 1988).
4.2.2 Nekrotisoiva enterokoliitti
Nekrotisoiva enterokoliitti on vastasyntyneiden sairaus, joka aiheuttaa solutuhoa suolisto-
kanavassa ja voi johtaa lopulta sepsikseen. Sen on huomattu liittyvän keskosuuteen ja bak-
teerikolonisaatioon. Parenteraalinen ravitsemus vähentää infektioita estävän IgA- immuno-
globuliinin muodostumista altistaen nekrotisoivan enterokoliitin puhkeamiselle.  Myös hy-
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poksia tai infektio voivat aiheuttaa sairauden; erään tutkimuksen mukaan kontaminoituneet
nenä-mahaletkut liittyvät nekrotisoivan enterokoliitin muodostumiseen. (Wells, 1988;
Alverdy 1988)
Äidinmaidolla ruokkimisen on todettu tuovan suojaa nekrotisoivaa enterokoliittia vastaan.
Syy on jäänyt hieman epäselväksi, sillä laktobasillien tai immunoglobuliinien lisäämisen
keskosten letkuravintoon on aiemmin todettu olevan hyödytöntä. Antibioottihoidon on to-
dettu myös vähentävän nekrotisoivan enterokoliitin insidenssiä, mutta sen aiheuttamia hait-
toja ovat resistenttien mikrobien muodostuminen ja normaalin suolistoflooran kehittymisen
häiriöt. Aivan viimeaikaisessa kliinisessä käytännössä on tiettävästi saavutettu positiivisia
ennalta ehkäiseviä tuloksia edistyneillä probioottivalmisteilla (Hakalehto E, 2012).
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5 TEHOSTETTU BAKTEERIEN RIKASTUS JA KAASUDETEKTIO
LAPSIPOTILAIDEN VERIVILJELYDIAGNOSTIIKASSA -
TUTKIMUS
Vuodenvaihteessa 2009–2010 käynnistettiin Kuopion yliopistollisessa sairaalassa tutki-
mus, jossa verrattiin aiemmin kehitellyn Portable Microbe Enrichment Unit (PMEU) -
bakteerinrikastuslaitteen nopeutta ja tarkkuutta sairaalassa rutiinikäytössä olevaan
BioMérieux-rikastusmenetelmään. Hypoteesina oli, että todellisten positiivisten verivilje-
lylöydösten määrä kaksinkertaistuu uudella menetelmällä. Tutkimuksen tuloksia on esitelty
kansainvälisissä tieteellisissä kokouksissa (Pesola, 2011; Pesola, 2013).
Tutkimuksessa otettiin rinnakkaisveriviljelynäytteet Vastasyntyneiden teho-osaston sekä
Lasten veri- ja syöpätautien osaston sepsisepäilypotilaista; toinen näyte Itä-Suomen labora-
toriokeskuksen liikelaitoskuntayhtymän (ISLAB) laboratorion bakteeririkastuslaitteeseen
ja toinen näyte tutkimuslaitteeseen. Rikastuksen jälkeen bakteerit viljeltiin normaalien käy-
täntöjen mukaisesti ISLAB:n laboratoriossa. Viljelyvastaukset kerättiin molempien mene-
telmien avulla rikastetuista bakteereista.
Tässä yhteydessä käsitellään vain Vastasyntyneiden teho-osastolla tutkittuja näytteitä.
5.1 PORTABLE MICROBE ENRICHMENT UNIT (PMEU) SCENTRI-
ON®
PMEU Scentrion® (Finnoflag Oy, Kuopio ja Siilinjärvi; Samplion Oy, Kuopio) on kannet-
tava bakteeririkastuslaite. Sen toiminta perustuu bakteerien viljelyyn ruiskuissa, joihin
Neosepsis-tutkimuksessa aspiroidaan anaerobista tai aerobista BacT/ALERT®-
elatusainetta sekä verinäyte. Ruiskujen lämpötila säädetään laitteen sisällä 35 celsius-
asteeseen, ja niiden läpi johdetaan joko anaerobista tai aerobista kaasua. Kaasuvirtauksen
voimakkuutta voi seurata ja muuttaa laitteen yhteyteen asennetun tietokoneen ohjelmalla,
jolla voidaan myös säätää ja seurata laitteen lämpötilaa.
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PMEU Scentrion® -laitteen kaasudetektori analysoi ruiskuista pois virtaavaa kaasua ja ha-
vaitsee kaasuseoksessa tapahtuvat muutokset. Bakteerien kasvun analysointi perustuu siis
eri kaasukomponenttien määrien muutokseen. Laite piirtää kaasuvirran eri komponenteista
pitoisuuskäyrää, jonka muutosten perusteella kasvu tulkitaan (kuva 1). Oletuksena on, että
eri bakteerit tuottavat erilaisia käyriä, jolloin erilaisten bakteerien tunnistaminen suoraan
käyrien muodon perusteella voi riittävän tutkimustiedon keräännyttyä olla mahdollista.
Tämän menetelmän avulla on myös mahdollista tutkia antibioottiherkkyyksiä suoraan kas-
vatusruiskuissa.
Kuva 1 Eri bakteerien muodostamat kasvukäyrät (KUY) verrattuna nollakäyrään (BHI Media) (Kuva
Neosepsis-tutkimuksen arkistosta).
PMEU:ssa kaasuvirta aiheuttaa näytteen jatkuvan sekoittumisen ja bakteerit saavat elatus-
aineen ravinteet tehokkaammin käyttöönsä. Lisäksi optimaalinen kasvulämpötila parantaa
bakteerien lisääntymistä.
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5.2 TUTKIMUSMENETELMÄ SAIRAALASSA
Vastasyntyneiden teho-osastolla jokaisesta sepsisepäilypotilaasta pyrittiin saamaan vähin-
tään 0,5 millilitran näyte sekä tutkimuslaitteeseen että sairaalaan omaan veriviljelyyn. Jos
saatu näytemäärä jäi pienemmäksi kuin 1 millilitra, koko näytevolyymi käytettiin sairaa-
laan veriviljelyyn. Saatu näyte käsiteltiin osastolla. Ruiskut valmisteltiin ja asetettiin
PMEU-laitteeseen pääosin osaston hoitajien toimesta (käsittelyohje liitteessä).
Näytettä kasvatettiin ruiskuissa kaksi vuorokautta. Jos tänä aikana ruiskuissa todettiin käy-
rämuutosten perusteella kasvua, ruiskuista otettiin näyte anaerobiampulliin ja se toimitet-
tiin ISLABiin viljeltäväksi. ISLABissa näytteestä tehtiin gram-värjäys ja se viljeltiin veri-
ja suklaamaljoille. Niiden ruiskujen näytteet, joissa ei tapahtunut kasvua, pakastettiin syvä-
jääpakastuksessa käytettävissä cryo-putkissa myöhempää tutkimuskäyttöä varten.
Jokaisesta potilaasta kerättiin nimettömänä tietoja tiedonkeruulomakkeeseen, jonka en-
simmäisen osan täytti näytteen tuonut hoitaja. Loput lomakkeesta täytettiin myöhemmin
viljelyvastausten saavuttua. Lomakkeesta kerättyjen tietojen sekä veriviljelyvastausten pe-
rusteella analysoitiin myöhemmin eri menetelmillä saavutettuja eroja diagnosoinnin no-
peudessa ja tarkkuudessa.
5.3 ONGELMAT
Näytteiden kasvatukseen laitteessa liittyi tiettyjä vaikeuksia. Näytteiden käsittely oli suh-
teellisen aikaavievää ja monivaiheista, eikä hoitajien aika riittänyt näytteiden asettamiseen
rikastuslaitteeseen heti näytteenoton jälkeen. Lisäksi ruiskujen kokoamisen monimutkai-
suus aiheutti virheitä ja lisäsi kontaminaatioriskiä.
Tutkimuksessa käytetty BacT/ALERT® -elatusaine on suunniteltu bioMérieux-laitteessa
tapahtuvaan bakteerien rikastukseen. Aiheellista olisi kehitellä elatusaine, joka on suunni-
teltu PMEU Scentrion® -laitteeseen. Nyt elatusaineeseen muodostui kaasuvirtauksen
vuoksi vaahtoa, joka saattoi tukkia virtausletkuston tai kuivattaa näytteen ruiskuun.
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Kasvukäyrien tulkinnasta oli toistaiseksi vielä melko vähän kokemusta, minkä vuoksi kaa-
sudetektiokäyrän muodon muutoksia tulkittiin toisinaan ennenaikaisesti mikrobikasvuksi ja
toisaalta ajoittain mikrobikasvun käynnistymisen havaitseminen viivästyi.
5.4 TULOKSET
Tutkimuksessa tutkittiin 56 verinäytettä. Näiden perusteella näyttäisi toistaiseksi siltä, että
PMEU:n ja ISLABin veriviljelytulokset ovat täysin yhtäläiset. 56 potilaasta jopa 26 sai
ICD–10–diagnoosin P36.99, kliininen sepsis. Näillä potilailla siis kliininen kuva sopi sep-
sikseen ja he saivat antibioottihoidon negatiivisista veriviljelyvastauksista huolimatta. Tä-
mä osoittaa, että tehokkaamman diagnoosimenetelmän tarve on todellinen.
Oireet, joiden vuoksi potilaista otettiin näytteet, olivat yleisyysjärjestyksessä CRP:n nousu
(25), käsittelyarkuus (17), vaisuus (14), hengitysvaikeus (12), itkuisuus (9), keskosuus (8)
ja kuume (6). Yksittäisillä potilailla oli oireena syömisvaikeus, alilämpö, matala pulssi,
happisaturaation lasku, veren glukoosipitoisuuden nousu, ripuli, jäykistely, maligniteet-
tiepäily tai intubaatio.
PMEU-laitteen viljelyissä todettiin kasvua 37 näytteessä. Kasvu havaittiin näytteistä kes-
kimäärin 10 tunnin kuluttua (virhettä tähän arvioon aiheuttaa se, että osaan näytteistä kas-
vun havaitsemisajankohtaa ei ollut merkitty). Kasvun havaitsemisen jälkeen näytteet vie-
tiin viljeltäväksi noin vuorokauden kuluessa. Kuusi näytettä oli myös veriviljelyissä posi-
tiivisia. Samat näytteet olivat positiivisia myös ISLABin viljelyissä. 19 näytteessä ei ha-
vaittu kasvua, eikä viljelyitä myöskään tehty (myös ISLABin viljelyissä nämä näytteet jäi-
vät negatiiviksi). PMEU:n sensitiivisyys oli siis 100 %, mutta spesifisyys jäi vain 38 %:iin.
Jos positiiviseksi sepsis-diagnoosiksi lasketaan myös kliininen sepsis (veriviljelyneg.), pel-
kän PMEU-rikastuksen sensitiivisyys on 66 % ja spesifisyys nousee 79 %:iin.
Veriviljelypositiivisista näytteistä 66 % oli myöhäisen sepsiksen näytteitä. Tämä johtunee
selkeämmistä oireista sekä suuremmasta verinäytteen volyymista. Näytteissä kasvaneet
bakteerit olivat koagulaasi-negatiivinen stafylokokkilaji, Staphylococcus capitis (2 kpl),
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli sekä Corynebacterium-laji.
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Ylivoimaisesti yleisin ICD–10–diagnoosi oli aiemmin mainittu P36.99. Muita yleisiä diag-
nooseja olivat keskosuuteen (P07.02, P07.2, P07.3), hengitysvaikeuksiin (P21.1 syntymä-
asfyksia, P22.0 RDS, P22.1 vastasyntyneen ohimenevä takypnea/TTN) ja raskauskompli-
kaatioihin liittyvät diagnoosit. Lisäksi mainittakoon P91.3 muu aivojen ärsytystila, N10
pyelonefriitti sekä P96.9 määrittämätön perinataalivaiheessa alkanut tila, P29.3 valtimo-
tiehyeen hidas sulkeutuminen, P59.0 keskosuuteen liittyvä keltaisuus, G40.89 muu epilep-
sia.
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6 ANTIBIOOTTIHERKKYYKSIEN TUTKIMINEN PMEU–
LAITTEELLA
Saadaksemme lisätietoa PMEU-laitteen mahdollisuuksista antibioottiherkkyyksien tutki-
misessa teimme kaksi erillistä laboratoriokoetta. Ensimmäisessä kokeessa testasimme vii-
den eri bakteerin herkkyyttä kolmelle eri antibiootille PMEU Spectrion® -laitteella. Toi-
sessa kokeessa valitsimme kolme eri bakteeria ja testasimme niiden herkkyyksiä eri antibi-
ooteille PMEU Scentrion® –laitteella. Lopuksi vertasimme eri laitteilla tehtyjen kokeiden
tuloksia keskenään. Kokeiden aikana noudatettiin aseptisia työtapoja ja kaikki kokeessa
käytetyt välineet sekä nesteet autoklavoitiin.
6.1 KOE 1: PMEU Spectrion®
Tarkoituksena oli verrata viiden eri bakteerin herkkyyksiä kolmelle eri antibiootille. Käyt-
tämämme bakteerit olivat Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae,
Streptococcus agalactiae sekä koagulaasi-negatiivinen stafylokokki. Tutkimuksessa käy-
tettiin KYSin potilailta eristettyjä kantoja. Antibiootit olivat G-penisilliini (Geepenil 606
mg), kefuroksiimi (Zinacef 750 mg) ja netilmisiini (Netilyn 10 mg/ml). Kasvatus tapahtui
aerobisesti PMEU Spectrion® -laitteella, joka mittaa näytteen läpäisevää valoa tunnistaen
näytteiden sakeuden (= bakteeripitoisuuden) muutokset. Enterobacter cloacae -kannan
osalta tuloksia on julkaistu (Hakalehto, 2011). Tämä bakteeri on usein sairaalalaitteisiin
pesiytyvä opportunistinen patogeeni.
Laitteen sisällä oli 20 ruiskupaikkaa, joissa kasvatimme bakteereita seuraavassa järjestyk-
sessä:
E. coli
1. ilman antibioottia
2. G-penisilliini
3. Netilmisiini
4. Kefuroksiimi
S. aureus
5. ilman antibioottia
6. G-penisilliini
7. Netilmisiini
8. Kefuroksiini
E. cloacae
9. ilman antibioottia
10. G-penisilliini
11. Netilmisiini
12. Kefuroksiimi
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Str. agalactiae
13. ilman antibioottia
14. G-penisilliini
15. Netilmisiini
16. Kefuroksiimi
Koagul. neg. staf.
17. ilman antibioottia
18. G-penisilliini
19. Netilmisiini
20. Kefuroksiimi
Koepäivä 1. Ensimmäisenä päivänä valmistettiin stokkibakteeriputket eli bakteereita lai-
tettiin kasvamaan koeputkiin THG (tryptoni-hiivauute-glukoosi) -liemeen, minkä jälkeen
ne inkuboituivat lämpökaapissa, kunnes putken arvioitu bakteeripitoisuus oli noin 108.
Valmistusvaiheessa jokaiseen koeputkeen otettiin 10 ml THG-lientä, johon siirrostettiin
bakteereja bakteerinäytteistä viljelytikulla. Laboratoriossa jo aiemmin valmistetuista stok-
kibakteeriputkista otettiin bakteerilientä 100 µl ja sekoitettiin THG-liemeen niin, että uu-
den stokkibakteeriputken tilavuudeksi tuli 10 ml.
Koepäivä 2. Edellisenä päivänä valmistetut stokkibakteerit laimennettiin. Stokkibakteeri-
putken lientä pipetoitiin 100 µl 10 ml:aan steriiliä vettä, saaden laimennos 10-2. Sekoituk-
sen jälkeen tätä otettiin 450 µl, joka lisättiin 45ml THG-lientä sisältävään dekantteriin.
Tämän liemen pitoisuudeksi arvioitiin 10 000 CFU/ml (10-4). Sekoituksen jälkeen 10-4–
bakteerilientä aspiroitiin neljään 20 ml ruiskuun, jokaiseen 10 ml, ja ruiskuihin lisättiin vä-
likappaleet.
Antibioottiampullit valmisteltiin seuraavasti: Geepenil 606 mg -ampulliin lisättiin 4,6 ml
steriiliä Milli-Q®-vettä (Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, USA), jolloin nesteen
pitoisuudeksi tuli 200 000 IU/ml. Zinacef 750 mg -ampulliin lisättiin 7 ml Milli-Q®-vettä,
jolloin pitoisuudeksi tuli 100 mg/ml. Netilyn oli valmiiksi nesteenä 10 mg/ml.
Kun kaikkiin ruiskuihin oli lisätty bakteeriliemi, niistä otettiin 0-näytteet (n. 200 µl) ep-
pendorf-putkiin ja näytteet laitettiin odottamaan jääkaappiin. Tämän jälkeen ruiskuihin li-
sättiin antibioottilientä pipetoimalla ruiskun kärjen kautta. Pipetoinnin ajaksi ruiskujen vä-
likappaleet jouduttiin poistamaan. Kutakin antibioottia lisättiin 25 µl, jolloin ruiskujen an-
tibioottipitoisuuksiksi tuli Geepenil 50 IU/ml, Zinacef 250 µg/ml, Netilyn 30 µg/ml. (Neti-
lyniä laitettiin vahingossa yhteen ruiskuun 5 µl liikaa (25+5=30), jolloin jokaisen Netilyniä
sisältävän ruiskun netilmisiini–pitoisuus muutettiin samaksi vertailukelpoisuuden vuoksi.)
24
Ruiskut aseteltiin PMEU-salkkuihin. Salkku 2 (näytteet 11–20) käynnistettiin klo 12.10.
Salkku 1:n (1-10) käynnistämisessä oli alkuongelmia, minkä vuoksi se saatiin käyntiin vas-
ta klo 12.35. Salkkujen lämpötila oli säädetty +37 °C:seen ja mittausväli oli 10 min.
Seuraavaksi valmistettiin 0-näytemaljaukset kaikista 20 näytteestä. Jokainen bakteeri otet-
tiin yksitellen jääkaapista. Eppendorf-putkiin pipetoitiin vettä 900 µl ja koeputkiin 10 ml.
10-4-laimennoksen stokkibakteeriputkesta pipetoitiin ensin 100 µl eppendorf-putkeen (lai-
mennos 10-5) ja pipetinkärjen vaihdon jälkeen saman verran koeputkeen (10-6). Tämän jäl-
keen CHROMagar (CHROMagar, Pariisi, Ranska) -maljoille pipetoitiin 100 µl 10-5 ja 10-6
-laimennoksia, 10-6:sta aloittaen. Pipetinkärkiä ei vaihdettu näiden välissä. Liemen pipe-
toimisen jälkeen se levitettiin maljalle kulmasauvalla (laimennokset nyt 10-6 ja 10-7). Mal-
jat laitettiin lämpökaappiin (+37 °C) inkuboitumaan yhtä aikaa.
Koepäivä 3. Tarkasteltiin PMEU Spectrion® -laitteen muodostamia käyriä. Huomattiin,
että antibiootit olivat tehonneet kaikkiin muihin bakteereihin paitsi E. cloacaeen. Netilmi-
siini oli hidastanut sen kasvun alkua hieman, mutta ei estänyt sitä. S. aureuksen ja E.
cloacaen kasvukäyrien alussa huomattiin erikoiset hyppäykset (ruiskut 5 ja 9) (kuva 2),
joiden syy jäi tuntemattomaksi. Str. agalactiae ei kasvanut lähes lainkaan edes antibiootit-
tomassa ruiskussa. Koagulaasinegatiivinen stafylokokki kasvoi hyvin ilman antibioottia,
mutta hitaammin kuin muut.
Kuva 2. Ruiskunumero 5, Staphylococcus aureus ilman antibioottia.
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Kuva 3. Ruiskunumero 8, Staphylococcus aureus ja kefuroksiimi.
Kuva 4. Ruiskunumero 12, Enterobacter cloacae ja kefuroksiimi.
0-maljojen pesäkkeet laskettiin. 16-näytteen 10-7-maljassa oli valkoinen kontaminaatioksi
epäilty pesäke (oikeat pesäkkeet olivat vaaleansinisiä). Muissa maljoissa ei todettu konta-
minaatiota. Kontaminaatiopesäkettä ei laskettu mukaan taulukossa 1 olevaan pesäkemää-
rään.
Taulukko 1: 0 –maljaukset, koe 1
E. coli
ruiskunume-
ro/laimennos
10-6 10-7
1. 170 27
2. 191 25
3. 200 38
4. 121 15
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S. aureus
ruiskunume-
ro/laimennos
10-6 10-7
5. 117 16
6. 132 24
7. 117 23
8. 179 16
Enter. cloacae
ruiskunume-
ro/laimennos
10-6 10-7
9. levinnyt 31
10. 276 levinnyt
11. 270 levinnyt
12. levinnyt 48
Str. agalactiae
ruiskunume-
ro/laimennos
10-6 10-7
13. 7 5
14. 9 0
15. 10 0
16. 15 5
Koagul. neg. staf.
ruiskunume-
ro/laimennos
10-6 10-7
17. 19 1
18. 17 2
19 23 1
20. 19 1
Seuraavaksi valmistettiin maljaukset ruiskuista, joissa oli todettu kasvua.  Ruiskuista 1, 5,
9, 10, 12 ja 17 oli otettu näytteet eppendorf-putkiin kaksi tuntia aiemmin kuin ruiskuista 11
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ja 13, koska niiden kasvumäärä oli suurempi. Tämän jälkeen ruiskut laitettiin jääkaappiin
odottamaan seuraavan päivän maljauksia.
Näytteistä 1, 5, 9, 10, 12 ja 17 valmistettiin laimennokset 10-6 ja 10-7, koska niissä oletettiin
sameuden perusteella solumäärän olevan n. 108 /ml. Jokaisen bakteerin kohdalla pipetoitiin
ensin kolmeen koeputkeen 10 ml vettä ja yhteen 9 ml vettä. Tämän jälkeen näytettä lisät-
tiin 100 µl ensimmäiseen koeputkeen  (10-2). Tämä sekoitettiin, ja siitä otettiin lientä 100
µl seuraavaan koeputkeen (10-4). Taas sekoitettiin, ja lisättiin 100 µl seuraavaan koeput-
keen (10-6). Tästä pipetoitiin sekoituksen jälkeen 1 ml viimeiseen koeputkeen (10-7), jossa
oli 9 ml vettä. Pipetointien välissä vaihdettiin pipetinkärki. Tämän jälkeen pipetoitiin lientä
viimeisestä koeputkesta maljalle 100 µl ja toiseksi viimeisestä toiselle maljalle saman ver-
ran, pipetinkärkiä vaihtamatta. Maljojen laimennoksiksi tulivat siis 10-8 ja 10-7. Tämän jäl-
keen neste levitettiin maljoille kulmasauvalla.
Näytteiden 11 ja 13 kohdalla toimittiin muuten samoin, mutta tehtiin yksi laimennos vä-
hemmän, eli maljat 10-6 ja 10-5, koska nesteen sameuden perusteella oletettiin näiden näyt-
teiden bakteerikasvun olevan vähäisempää.
Maljat laitettiin yhtä aikaa lämpökaappiin inkuboitumaan. Näytteen 5 laimennoksen 10-7
kontaminoitui, koska maljan kansi aukesi ja agariin osui sormi.
Koepäivä 4. Laskettiin edellisenä päivänä tehtyjen maljojen pesäkkeet. 5. näytteen 10-7-
maljassa oli kontaminaatiopesäke. Sen epäiltiin olevan Bacillus spp. Näytteen 13 10-6-
maljassa oli myös valkoinen kontaminaatioksi epäilty pesäke. Kontaminaatiopesäkkeitä ei
laskettu pesäkelukumäärään taulukkoon 2. Suluissa oleva luku on 0-maljauksissa kyseisen
laimennoksen pesäkemäärä.
Taulukko 2: PMEU-laitteessa olleiden näytteiden maljaukset, koe 1
E. coli
ruiskunumero/laimennos10-7 10-8
1. 8014 (27) 14
28
S. aureus
ruiskunume-
ro/laimennos
10-7 10-8
5. 98 (16) 11
Enter. cloacae
ruiskunume-
ro/laimennos
10-7 10-8
9. 333 (31) 39
10. 218 (levinnyt) 25
12. 105 (48) 13
ruiskunume-
ro/laimennos
10-5 10-6
11. ei kasvanut ei kasvanut
Str. agalactiae
ruiskunume-
ro/laimennos
10-5 10-6
13. 282 29 (7)
Koagul. neg. staf.
ruiskunume-
ro/laimennos
10-7 10-8
17. 7 (1) ei kasvanut
Tulokset. Antibiootittomien ruiskujen kasvuvaikeudet johtunevat käytetyn elatusaineen
epäsopivuudesta bakteerin kasvun kannalta. E. coli kasvoi hyvin ainoastaan ruiskussa nro
1, jossa ei ollut antibioottia. Tässä PMEU-kasvatuksessa bakteerin herkkyys siis G-
penisilliinille, netilmisiinille sekä kefuroksiimille oli hyvä, kuten myös S. aureuksen, Str.
agalactiaen ja koagulaasinegatiivisen stafylokokinkin. Ent. cloacae puolestaan ei ollut
herkkä millekään muulle antibiootille kuin netilmisiinille.
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KYSin Vastasyntyneiden teho-osastolla käytetään sepsiksen hoidossa normaalisti G-
penisilliiniä annoksella 200 000 ky/kg/vrk, jaettuna kahteen antokertaan. Täysiaikaisen 3
kg painavan vastasyntyneen arvioitu veritilavuus on noin 255 ml. Seerumin huippuantibi-
oottipitoisuudeksi tulee siis n. 1200 ky/ml. Ruiskujen pitoisuus oli 50 ky/ml, joka on hyvin
paljon pienempi kuin kliinisesti käytetty annos. Zinacef-annos on 100 mg/kg/vrk jaettuna
2–3 antokertaan. Tämän huippuseerumipitoisuudeksi tulee saman esimerkkipotilaan mu-
kaan 0,40 mg/ml, joka on lähellä ruiskun pitoisuutta 0,25 mg/ml. Netilyn-annos on n. 6
mg/kg/vrk yhtenä vrk-annoksena, joten sen huippupitoisuus seerumissa on 70 µl/ml. Tämä
on kaksinkertainen kokeessa käytettyyn pitoisuuteen nähden.
Ent. cloacaen muista poikkeava herkkyys antibiooteille johtunee siitä, että sen on todettu
kantavan kromosomaalista ampC beetalaktamaasi -geeniä, mikä aiheuttaa sille resistenssin
betalaktaamirakenteisia antibiootteja vastaan. Netilmisiini puolestaan on aminoglykosidi ja
toimi käytetyllä pitoisuudella bakteeria vastaan hyvin.
6.2 KOE 2: PMEU Scentrion
Tarkoituksena oli verrata kolmen eri bakteerin herkkyyksiä eri antibiooteille ja vertailla
tuloksia edelliseen kokeeseen. Viime kokeessa käytettiin PMEU Spectrion® -laitetta, tässä
kokeessa PMEU Scentrion® -laitetta. Tässä kokeessa käytettiin seuraavia bakteereja: Es-
cherichia coli, Staphylococcus aureus ja Enterobacter cloacae.
Ruiskujärjestys:
E. coli Ent. cloacae
1.  Vancomysiini 0,1 mg/10 ml 7. Kefuroksiimi 0,4 mg/ 10ml
2. G-penisilliini 200 IU/10 ml 8. Netilmysiini 0,01 mg/ 10ml
3. kontrolli 9. G-penisilliini 667 IU/ 10ml
10. kontrolli
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S. aureus
4. Vancomysiini 0,1 mg/ 10ml
5. G-penisilliini 200 IU/ 10ml
6.kontrolli
Koepäivä 1. Bakteerikannat nuorennettiin niin, että kaikista kolmesta stokkibakteeriput-
kesta pipetoitiin 1 ml koeputkeen, jossa oli 10 ml THG–lientä. Koeputket laitettiin lämpö-
kaappiin inkuboitumaan.
Koepäivä 2. Tehtiin laimennussarjat edellisenä päivänä valmistetuista stokkibakteereista.
Stokkibakteeriputken lientä pipetoitiin 100 µl 10 ml:aan steriiliä vettä, laimennos 10-2. Se-
koituksen jälkeen tätä otettiin 450 µl ja lisättiin maljalle, jossa oli 45 ml THG-lientä. Tä-
män liemen pitoisuudeksi arvioitiin 10 000 CFU/ml (10-4).
Antibiootit saatiin valmiiksi tehtyinä. Vankomysiiniä pipetoitiin ruiskuihin 2 µl, kefurok-
siimia 40 µl, netilmysiiniä 10 µl ja penisilliiniä 10 µl ruiskuihin 2 ja 5 sekä 33 µl ruiskuun
9.
Sekoituksen jälkeen 10-4-bakteerilientä aspiroitiin 20 ml:n ruiskuihin, jokaiseen 10 ml.
Ennen välikappaleiden kiinnittämistä kaikista ruiskuista otettiin maljausta varten n. 300 µl
lientä eppendorf-putkiin ja ruiskuihin 1, 2, 4, 5, 7, 8 ja 9 lisättiin tämän jälkeen antibiootit.
Ruiskun nro 10 valmistus viivästyi n. 15 min THG-liemen loppumisen vuoksi. Kaikki
ruiskut laitettiin yhtä aikaa PMEU Scentrion®:iin.
Rikastuksen aikana käytetty kaasuseos: CO2 10 %, O2 5 %, N2 85 %. Virtausnopeus oli 50
ml/min ja lämpötila 37 celsiusastetta.
Valmistettiin 0-näytemaljaukset kaikista 10 näytteestä samalla kaavalla kuin edellisessä
kokeessa.
Koepäivä 3. Ruiskut otettiin pois PMEU-laitteesta ja niistä otettiin näytteet eppendorf-
putkiin. Ruiskuissa 1, 2, 3, 6, 7, 9 ja 10 todettiin kasvua, joten kyseisistä ruiskuista otetuis-
ta näytteistä tehtiin maljaviljelyt. Ruiskuista otetuista näytteistä valmistettiin laimennokset
10-6 ja 10-7, koska oletettiin sameuden perusteella solumäärän olevan n. 108. Tämän jälkeen
maljoille valmistettiin 10-7 ja 10-8 –laimennokset samalla kaavalla kuin edellisessa kokees-
sa. Maljat laitettiin lämpökaappiin inkuboitumaan.
31
Edellisenä päivänä tehdyissä 0-näytemaljauksissa todettiin kontaminaatiot kaikissa, paitsi
S. aureusta sisältävissä maljoissa (maljat 4-6.).
Taulukko 3: 0-maljaukset, koe 2
S. aureus
Ruiskunumero/laimennos 10-6 10-7
4. 371 68
5. 248 37
6. 284 28
E. coli -maljat, pesäkkeet laskettu 10-7-maljoista. S. aureus kontaminaatio.
Ruiskunumero/pesäkemäärä E. coli S. aureus Ent. cloacae
1. 22 65 -
2. 19 56 -
3. 13 55 -
E. cloacae -maljat, pesäkkeet laskettu 10-7-maljoista.  Malja nro 10 tehtiin erikseen (eri
THG ja petrimalja sekoitusvaiheessa), joten S. aureus -kontaminaatio muissa maljoissa on
luultavasti peräisin joko pipetointivaiheesta, sekoituspetrimaljasta tai THG -liemestä.
Ruiskunumero/pesäkemäärä E. coli S. aureus Ent. cloacae
7. 4 40 13
8. 10 34 15
9. 4 41 7
10. 8 - 19
Kaikkien muiden maljojen 10-6-maljakasvustot vastasivat 10-7-maljaa, paitsi ruiskun nro 9
kohdalla. Ruiskun 9 10-6-maljalla kasvoi Bacillus ja S. aureus, ei E. colia eikä Ent. cloacae
-bakteeria, jonka siellä piti kasvaa.
Koepäivä 4. Laskettiin pesäkkeet edellisenä päivänä tehtyjen antibioottiruiskujen maljavil-
jelyistä.
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E. coli
Ruiskunumero/laimennos 10-7 10-8
1. 18 5
2. 14 0
3. 55 4
2. ruiskun 10-7-maljassa oli yksi Bacillus-pesäke, jota ei ole merkitty taulukkoon.
S. aureus
Ruiskunumero/laimennos 10-7 10-8
6. 17 3
E. cloacae
Ruiskunumero/laimennos 10-7 10-8
7. 3 0
9. 68 29
10. 108 15
Tulokset. Huolimatta kontrollimaljausten kontaminaatioista antibioottiruiskuista tehdyt
maljaukset antoivat informaatiota. E. coli vaikutti olevan resistentti molemmille testatuille
antibiooteille. G-penisillliini on betalaktaamirakenteinen antibiootti, joten bakteeri ilmen-
tää joko ampC– tai ESBL (extended spectrum beta-lactamases) –geeniä. Vankomysiini on
tarkoitettu ensisijaisesti gram-positiivisten bakteerien aiheuttamien infektioiden hoitoon,
eikä tässä tapauksessa tehonnut myöskään E. coliin. Ent. cloacae oli resistentti betalaktaa-
mi-antibiooteille kuten edellisessäkin kokeessa, eikä kasvanut netilmisiiniä sisältäneessä
ruiskussa. S. aureus oli herkkä molemmille testatuille antibiooteille.
Kontaminaatio. Alkuperäisistä stokkibakteeriputkista tehdyt koemaljaukset olivat puhtai-
ta, pipeteistä tehdyissä kontrollimaljauksissa kasvoi muutama pesäke. Antibioottiruiskujen
maljausten perusteella pääteltiin 0-näytemaljojen kontaminaation tapahtuneen laimennos-
sarjan aikana. Ainoastaan ruiskussa nro 10 kontaminaatio on mennyt ruiskuun ja
PMEU:hun (kontaminaatiopesäkkeet jätetty laskematta edellä olevaan taulukkoon). Joko
samalla kärjellä pipetoitiin eri bakteereja, tai väärää bakteerilientä on pipetoitu väärään
koeputkeen.
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7 POHDINTA
Sepsiksen diagnosointi on vaikeaa ja perustuu merkittävässä määrin lääkärin omakohtai-
seen arvioon potilaan tilasta tarkoituksenmukaisten laboratoriomenetelmien puuttuessa.
Tarve tehokkaammille tutkimuksille on suuri. Koska potilaiden verivolyymi on pieni, tut-
kimusnäytteiden kokoa ei voida kasvattaa. Voimavarat on siis kohdennettava bakteerien
rikastukseen ja niiden toipumisen edesauttamiseen verinäytettä mahdollisesti edeltäneestä
antibioottihoidosta. Lisäksi bakteerin tunnistamisen nopeuttamiseksi olisi rikastuksen jäl-
keen tapahtuvaa viljelyä nopeutettava tai bakteerit tunnistettava muilla keinoin.
PMEU Scentrion® on lupaava laite, jonka avulla mikrobien rikastuminen ja niiden tunnis-
taminen nopeasti voisi hyvin olla todellisuutta. Tässä tutkimuksessa huomattavaa eroa me-
netelmien välillä ei löytynyt, sillä menetelmät tuottivat identtiset tulokset samassa ajassa.
Tässä tutkimuksessa tosin käytettiin PMEU-laitteessa bioMérieux-laitteelle tarkoitettua
elatusainetta. Ominaisuuksiltaan se ei sovi parhaiten PMEU-laitteessa käytettäväksi. Näin
ollen koeasetelma ei täysin tuonut esille sitä potentiaalia, joka PMEU-menetelmän avulla
olisi saavutettavissa, mikäli tutkimuksessa käytettäisiin sille kehitettyä ravintoalustaa. Siten
sekä menetelmää että laitetta on kehitettävä vielä parempien tulosten saamiseksi.
PMEU Scentrion®:n yksi puute on sen käyttäjästä riippuvaisuus. Monimutkainen näyt-
teenkäsittelyprosessi on altis kontaminaatioille ja virheille. Kasvun tulkinta on välillä ky-
seenalaista ja riippuu hyvin paljon tulkitsijasta. Kun lisää tutkimustuloksia ja kasvukäyriä
saadaan, laitteeseen lienee mahdollista luoda tietopankki ja automaattinen hälytysjärjes-
telmä tietynlaisen kasvukäyrän ilmentyessä. Tässä tutkimuksessa PMEU-laitteessa käytet-
tiin bioMérieux-laitteelle tarkoitettua elatusainetta, jotta elatusaineen mahdollinen vaikutus
tulokseen olisi saatu eliminoitua. Kyseinen elatusaine ei kuitenkaan ollut ihanteellinen käy-
tettäväksi kuplivaan näytteeseen, koska se vaahtosi voimakkaasti ja näyteruiskun sisältö
kuivui helposti. Tämä saattoi häiritä bakteerien kasvua huonontaen niiden pääsyä kontak-
tiin ravintoaineiden kanssa. Lisäksi elatusaineessa oleva hiili tukki letkustot ajoittain estäen
poisvirtausilman kulun.
Nykyisellä menetelmällä bakteerin tunnistus ja antibioottiherkkyystulosten saaminen kes-
tää keskimäärin 2–3 päivää. PMEU-laitteella antibioottiherkkyyden tutkiminen onnistuisi
jopa 12 tunnissa, joten aikaa verinäytteen otosta adekvaatin antibioottihoidon aloitukseen
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voisi potentiaalisesti kulua vain 36 tuntia (jos bakteerikasvu todettaisiin 24 tunnissa).
PMEU Spectrion® sekä PMEU Scentrion® osoittivat antibioottiherkkyydet alle yhdessä
vuorokaudessa melko luotettavasti. Lisää tutkimusta kuitenkin tarvitaan testattavien antibi-
oottien ruiskupitoisuuksista ja tutkimustulosten korreloinnista kliiniseen työhön ja siinä
käytettäviin pitoisuuksiin. PMEU-teknologian osalta käytettävyyttä lisää, paitsi laitteen ja
menetelmän kehittämisen mahdollisuus, myös sen käyttökelpoisuus vierihoitoon liittyvässä
näytteenotossa ja välittömästi näytteen säilytyksen ja kuljetuksen aikana tapahtuvassa ri-
kastusviljelyssä ja diagnostiikassa myös osastokohtaisesti.
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8 LOPUKSI
Projekti oli kohdallani pitkä ja ajoittain raskaskin. Uudentyyppisen tekstin kirjoittaminen ja
samalla tiedonhaun opettelu vaati veronsa ja aikaa tämän tutkielman kokoonsaamiseen
menikin lähes neljä vuotta. Näiden vuosien aikana myös uusia tutkimustuloksia on
varmasti aiheesta tullut, joten osittain tämäkin kokoava katsaus on jo vanhentunut. Jälkivii-
saana voin vain todeta, että ensimmäisenä kesänä ahkerammin työskentelemällä olisi nämä
ongelmat voinut välttää.
Aiheeseeni olin erittäin tyytyväinen, nyt lastentautien kurssin aikana minulle on vielä pa-
remmin selvinnyt, kuinka tärkeästä asiasta on kysymys. Käytännön työssäkin muistan
varmasti kurssitovereitani elävämmin, minkälaisia oireita lapsen vakavassa infektiossa on
odotettavissa tai kuinka huonot mahdollisuuteni ovat niitä todentaa millään laboratorio-
menetelmällä. Voi luottaa vain omaan arviokykyynsä, toistaiseksi.
Tulevaisuuden tutkimustöissä on kuitenkin viisaampaa käsitellä yhdessä artikkelissa hu-
omattavasti suppeampaa aihealuetta: monista kirjoittamistani aiheista olisi saanut jo yk-
sinään 30 sivua tekstiä. Nyt siis teoriaosuus on melko suppea ja yleisluontoinen, tutkimu-
sosuudessa sen sijaan laboratoriotyöskentelyyn sai tutustua syvällisemmin käytännössäkin.
Lisäksi laatiessamme tutkimusnäytteiden käsittelyohjetta työparini kanssa jouduimme
käyttämään paljon aikaa mahdollisimman selkeiden kuvien ja ohjeiden muokkaamiseen
henkilökunnan palautteen mukaan.
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Liite 1.
NEOSEPSIS-TUTKIMUS 16.6.2010
Osastolla on käynnissä tutkimus, jossa verrataan kahta veriviljelymenetelmää.
Veriviljely (>/= 1 ml) jaetaan perinteiseen pulloon ja tutkimuskäytössä olevaan
rikastuslaitteeseen (PMEU-laite). Laite sijaitsee osastolla Nikon huoneessa.
Hoitaja käsittelee veriviljelynäytteen alla olevan ohjeen mukaan.
Kaikki osaston potilaat, joilta otetaan veriviljelynäyte, sopivat tutkimukseen.
Tutkijoilla on lupa pyytää suostumukset myös näytteenoton jälkeen.
Valtaosa veriviljelynäytteistä jää nykymenetelmällä negatiivisiksi. Uudella, herkemmällä menetelmällä
pyritään parantamaan veriviljelyn luotettavuutta.
MITÄ TUTKIMUS EDELLYTTÄÄ LÄÄKÄRILTÄ?
- lääkäri ottaa veriviljelyn mieluiten 2 ml ruiskulla (näytevolyymi vähintään n. 1 ml) osaston
ohjeen mukaan (kirurginen suu-nenäsuojus, steriilit suojakäsineet, aseptiikka huomioiden)
- keskustelee tarvittaessa vanhempien kanssa tutkimuksesta
MITÄ TUTKIMUS EDELLYTTÄÄ LAPSEN HOITAJALTA?
- aina jos osastolla otetaan veriviljely, hoitaja pyytää lasta tutkimukseen (voidaan pyytää
näytteenoton jälkeen, jos vanhemmat eivät osastolla)
- kun potilaalta tulee veriviljely, haetaan näyttenottopaikalle Nikon kanslian hyllyltä
o NEOSEPSIS- tutkimuspussi = KAARIMALJA, JOSSA:
? TUTKIMUSTIEDOTE VANHEMMILLE (kerro tutkimuksesta, anna
luettavaksi, tai laita papereihin odottamaan äidin tuloa)
? SUOSTUMUSLOMAKE (pyydä äitiä tai isää täyttämään, lupa voidaan kysyä
myös näytteenoton jälkeen, jos vanhempia ei tavoiteta. PALAUTA Nikon
huoneeseen laatikkoon ”VALMIIT SUOSTUMUKSET JA
TIEDONKERUULOMAKKEET”)
? POTILAAN TIEDONKERUULOMAKE (täytä näytteenoton jälkeen, palauta
Nikon huoneessa olevaan laatikkoon)
? TUTKIMUSNÄYTTEEN KÄSITTELYVÄLINEET  (ks. ohje näytteen
käsittelystä)
? RIKASTUSVILJELYTARVIKKEET (omassa pussissaan)
TUTKIJALÄÄKÄRIT KIITTÄVÄT AVUSTA!
Jouni Pesola Ulla Sankilampi
p. 044-7172405 p. 044-7172464
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NEOSEPSIS-TUTKIMUS
VERIVILJELYNÄYTTEEN OTTO JA KÄSITTELY
1. Hae Nikon huoneen hyllyltä NEOSEPSIS-tutkimuspussi valmiiksi potilaan lähelle.
2. Lääkäri ottaa veriviljelyn (kirurginen suu-nenäsuojus, steriilit suojakäsineet, aseptiikka huomioiden)
vähintään 1 ml mieluiten 2 ml:n ruiskulla. Jos näytettä saadaan vähemmän kuin 1 ml, potilasta ei oteta
tutkimukseen, vaan koko näyte menee perinteiseen veriviljelyyn. Veriviljelyruiskun päähän
vaaleanpunainen steriili neula holkissaan.
3. Hoitaja siirtää ENSIN PUOLET otetusta veriviljelynäytteestä PMEU-laitteen ruiskuun seuraavasti
(kaikki tarvittava löytyy kaarimaljalta, tässä vaiheessa ei vielä tarvita rikastusviljelytarvikepussia):
? Desinfioi kädet, pue tehdaspuhtaat kertakäyttökäsineet
? Avaa BacT/ALERT® PF –veriviljelypullon suojakansi. Suihkuta kumikorkin päälle A12t-liuosta,
josta ylimäärä tarvittaessa kaadetaan pois. Kumin kuivuttua paina Mini-Spike® kumikorkin läpi.
? Elatusliuos vedetään ruiskuun: Aspiroi tehdaspuhtaat hansikkaat kädessä Mini-Spike®:n kautta 20
ml:n rikastusviljelyruiskuun BacT/ALERT® PF –pullosta ensin 9 ml pullon liuosta ja sen jälkeen
lisäksi pullosta ilmaa niin, että ruiskun mäntä tulee 20 ml:n kohdalle (kuva 1).
Kuva 1. Kuva 2.
? Injisoi steriilisti puolet veriviljelynäytteestä näyteruiskussa olevan neulan avulla
rikastusviljelyruiskun sisään (kuva 2).
? Sulje rikastusviljelyruisku väliaikaisesti punaisella Combi Stopper –korkilla. Liimaa ruiskun
kannan lähelle VERIVILJELYPYYNTÖTARRA, JOHON KIRJOITETAAN
NÄYTTEENOTTOPVM JA –AIKA.
4. Injisoi loput näytteestä tavanomaisesti veriviljelypulloon samaa steriiliä vaaleanpunaista neulaa
käyttäen. Veriviljelypullo toimitetaan laboratorioon, laita ylös kellonaika!
RIKASTUSVILJELYN ALOITUS
PMEU- rikastusviljelylaite on ”Nikon” kansliassa. Siirry rikastusviljelyruiskun ja NEOSEPSIS-
tutkimuspussissa olevien tarvikkeiden kanssa sinne. Ota mukaan myös veriviljelypyyntötarra!
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1. Desinfioi kädet, pue tehdaspuhtaat kertakäyttökäsineet. TOIMI ASEPTISESTI.
2. Pidä ruiskua kärki ylöspäin. poista CombiStopper ruiskun kärjestä ja liitä siihen
rikastusviljelytarvikepussissa olevat osat (liitoskappale ja vihreä neula) kuvien 3a-c mukaisesti:
Kuva 3a: Liitä liitoskappale
ruiskun kärkeen.
Kuva 3b: Irrota pienempi
suodatin ja poimi sillä vihreä
neula steriilisti
pakkauksestaan.
Kuva 3c: Työnnä pienen
suodattimen avulla neula
ruiskun sisään.
3. Avaa seuraavaksi PMEU Scentrion® -laite (lukot oik. sivulla).
4.   Kiinnitä ruisku paikoilleen PMEU Scentrion® -laitteeseen alla olevien kuvien 4a-d mukaisesti.
Kuva 4a. Kuva 4b. Kuva 4c.
Kuva  4a: Kiinnitä paksu letku pieneen suodattimeen. (Kierrä letku tukevasti kiinni suodattimeen)
Kuva 4b: Aseta ruisku laitteeseen niin, että neula on etupuolella. Jos ruiskun asettaminen on paksun
letkun vuoksi hankalaa, voit muuttaa sen asentoa pyörittämällä varovasti pientä suodatinta.
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Kuva 4c: Ohuet letkut lähtevät järjestyksessä ruiskujen yläpuolella olevasta osasta. Valitse
järjestyksessään oikea letku ja kiinnitä se varovasti työntämällä isompaan suodattimeen, tukemalla
samalla toisella kädellä liitoskappaleen säiliöosasta.
4. Käynnistä rikastusviljely avaamalla se kaasuhana, johon rikastusviljelyruisku on liitetty (kuvat 5a-b)
tarkistaen, että neste alkaa kuplia ruiskussa. Hana on kiinni, kun se osoittaa vasemmalle ja aukeaa,
kun se käännetään osoittamaan alaspäin.
Kuva 5a. Ruiskun kaasuhana kiinni. Kuva 5b. Kaasuhana auki.
5. Tarkasta, että kaasun virtaus on sopivaa seuraamalla ruiskujen kuplimista 1–2 minuutin ajan. Virtaus
on asetettu etukäteen siten, että kaasun pitäisi aiheuttaa tasaista, rauhallista kuplintaa ruiskussa (n. 2–3
kuplaa nousemassa yhtä aikaa ylös). Jos kaasuvirtausta ei näy tai se on liian hiljaista, tarkista että
? kaikkien laitteeseen asetettujen rikastusviljelyruiskujen letkut ovat kunnolla kiinni
? ko. ruiskun kaasuhana on auki
? vain niiden ruiskupaikkojen hanat ovat auki, joissa viljelyä suoritetaan.
6. Säädä kaasuvirtausta tarvittaessa varovasti voimakkaammaksi tai rauhallisemmaksi.
Kaasunvirtauksen säätö tapahtuu laitteeseen liitetyn tietokoneen avulla.
Vähennä tai lisää kuplimista 1-3% kerrallaan näytön vasemmassa alanurkassa olevasta ”Pump power
(%)” –säätimestä hiiren avulla (kuva 6).
Kuva 6.
7. Sulje PMEU-rikastuslaite huolellisesti.
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9. Täytä tutkimuspussissa oleva tiedonkeruulomake (liimaa veriviljelypyyntötarra), ja jätä se täytettynä
”Nikon” huoneessa olevaan laatikkoon. PALAUTA SIIHEN MYÖS SUOSTUMUSLOMAKE.
KIITOS AVUSTA!
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21. Taustaa
Tässä hankkeessa tutkitaan uutta menetelmää veriviljelynäytteiden rikastusviljelyssä
kahdessapotilasryhmässä, vastasyntyneillä sekä veri- ja syöpätauteja sairastavilla lapsilla.
1.1. Veriviljely vastasyntyneen sepsiksen diagnostiikassa
Vastasyntyneen yleistyneet bakteeri-infektiot, sepsikset, jaetaan varhaisiin (< 72 h iässä
oireileviin) ja myöhäisiin (> 72 h iässä oireileviin). Varhaiset sepsikset saadaan yleensä
synnytyskanavasta, ja yleisin aiheuttaja on Streptococcus agalactiae (B-ryhmän streptokokki,
”Group B Streptococcus” = GBS). Seuraavaksi yleisimpiä varhaisen sepsiksen aiheuttajia ovat
Staphylococcus aureus ja Escherichia coli. Veriviljelyllä varmistettuja varhaisia sepsiksiä on n.
2/1000 vastasyntynyttä, mutta kliinisiä sepsiksiä, joissa veriviljely jää negatiiviseksi, on
monikertaisesti.
Myöhäinen sepsis on yleensä sairaalasyntyinen infektio, ja se on yleisin sairailla, tehohoidossa
olevilla ennenaikaisilla vastasyntyneillä, joiden immuniteetti on alentunut. Yleisimpiä aiheuttajia
ovat ihoperäiset bakteerit, etenkin koagulaasi-negatiiviset stafylokokit. Vakavien tulehdusten riski
liittyy pitkien sairaalahoitojaksojen yhteydessä käytettyihin verisuonikatetreihin, jotka herkästi
kontaminoituvat ja joiden kautta stafylokokit voivat aiheuttaa alentuneesta puolustuskyvystä
kärsiville potilaille vakavia tulehduksia. Myöhäisten sepsiksien ilmaantuvuus kertoo aseptiikan
tasosta osastolla. Riippuen hoitoyksiköstä, 10–80% tehohoidossa olevista keskosista sairastaa
sepsiksen sairaalahoidon aikana.
Vastasyntyneen sepsis on vakava sairaus, johon liittyy kuolleisuutta ja pysyvän vammautumisen
vaara.  Tämän vuoksi epäilyn herätessä aloitetaan heti empiirinen, laajakirjoinen antibioottihoito,
joka tehoaa valtaosaan vastasyntyneiden varhaisten ja myöhäisten sepsisten aiheuttajista.
Kuitenkaan aina sepsis ei taltu empiirisellä antibioottihoidolla, jolloin lapsen yleistila on usein
pitkäkestoisesti alentunut. Yhä useammin todetaan bakteerikantoja, joihin aiemmin käytetyt
antibioottihoidot eivät enää tehoa. Sairaalabakteerien antibioottiresistenssin lisääntyminen
vaikeuttaa empiirisen antibioottihoidon onnistumista. Mahdollisimman nopeasti saatu tieto
taudinaiheuttajabakteerista ja sen antibioottiherkkyydestä mahdollistaisi kohdennetun
antibioottihoidon riittävän ajoissa. Tällöin vältyttäisiin myös turhien antibioottihoitojen
aiheuttamilta haitoilta esimerkiksi suoliston normaaliin bakteerikantaan.
Sepsis-diagnostiikan kultainen standardi on veriviljely. Verenkierrossa ei ole normaalisti
bakteereita, ja viljelyn ja sen jatkotutkimusten avulla pyritään tunnistamaan potilaan oireiden
aiheuttajabakteerit lajitasolle saakka. Lisäksi määritetään tunnistettujen bakteerikantojen
herkkyydet antibiooteille. Veriviljely otetaan uudella laskimo- tai valtimopunktiolla steriilisti.
Vastasyntyneillä usean näytteen ottamisen ei ole todettu lisäävän tutkimuksen herkkyyttä, mutta
otetulla veriviljelyn volyymillä on merkitystä. Pyritään saamaan verivolyymi 1,0 ml. Näyte
laitetaan välittömästi steriilisti veriviljelypulloon / -ruiskuun.
Veriviljely on haasteellinen tutkimus, ja siihen liittyy lukuisia tekijöitä, jotka herkästi alentavat
sen sensitiivisyyttä ja spesifisyyttä etenkin vastasyntyneillä.
a) Äidin saama antibioottihoito: Yhä useammat äidit saavat synnytyksen aikana
antibioottihoitoa (Esimerkiksi Kuopion yliopistollisessa sairaalassa n. 30%, tiedonanto,
Maija-Riitta Orden). Tällöin myös syntyvä lapsi altistuu istukan kautta näille antibiooteille.
Ne eivät silti suojaa lasta täydellisesti syntymän jälkeiseltä infektiolta, vaan saattavat vain
lieventää kehittyvän varhaisen sepsiksen alkuoireita. Äidiltä saatu antibiootti
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johtaen väärään negatiiviseen viljelytulokseen.
b) Niukka näytemäärä: Veriviljelyyn otettavan näytemäärän tulee olla riittävä, jotta
näytteeseen saadaan riittävästi bakteereita. Riittävänä vastasyntyneiltä otettavana
veriviljelynäytteen volyymina pidetään n. yhtä millilitraa. Riittävän näytemäärän saaminen
sairaalta vastasyntyneeltä on usein haasteellista ja riippuu osittain näytteenottajan
(lastenlääkäri) teknisistä taidoista, mutta myös lapsen kliinisestä voinnista ja koosta.
c) Niukka bakteerimäärä veressä (matala-asteinen bakteremia): Osassa Escherichia coli –
bakteerin vastasyntyneelle aiheuttamista verenmyrkytystilanteissa bakteereita on todettu
jopa >1000 cfu (”colony forming units”, eli pesäkettä) / ml verta, mutta usein
vastasyntyneen septisessä infektiossa veressä olevien bakteerien määrä jää alle 10 cfu / ml
verta (Connell ym. 2007). Veriviljelyn tekninen suoritus ja otettavan näytemäärän merkitys
korostuvat matala-asteisessa bakteremiassa.
d) Iholta peräisin olevat bakteerit: Jotta veriviljelyssä kasvava bakteeri olisi todellinen
taudinaiheuttaja, eikä ihon normaalifloorasta peräisin oleva ”kontaminantti”, tulee
veriviljelynäyte ottaa huolellista aseptiikkaa noudattaen. Tehohoidossa olevilla keskosilla
ihon normaaliflooran bakteerit toimivat verenkiertoon päästessään myös taudinaiheuttajina.
Tämä lisää veriviljelyjen oton ja tulosten tulkinnan haasteellisuutta.
Yllämainitut tekijät johtavat siihen, että vastasyntyneen veriviljelyissä on harvoin löydöksiä.
Esimerkiksi KYSin vastasyntyneiden teho-osastolla otettiin vuonna 2008 yhteensä 398
veriviljelyä sepsis-epäilytilanteissa. Vain 28 viljelyssä kasvoi bakteeri. Näin ollen valtaosa
sepsisepäilyistä jouduttiin hoitamaan ilman tietoa taudinaiheuttajasta ja sen
antbioottiherkkyydestä. Veriviljelyn sensitiivisyyden ja spesifisyyden parantamiseksi tulisi koko
mikrobianalytiikkaan liittyvää toimintaketjua näytteenotosta näytteen käsittelyyn sekä
identifiointiin pyrkiä optimoimaan huomioiden vastasyntyneen erityispiirteet.
1.2. Veriviljely neutropeenisen sepsiksen diagnostiikassa
Moniin veritauteihin liittyen sekä solunsalpaaja- ja sädehoitojen jälkeen lastenhematologisilla ja –
onkologisilla potilailla esiintyy vaikeita immuunipuutostiloja, jotka merkittävästi altistavat
sepsikselle ja muille syville mikrobi-infektioille (Rahiala ym., 1998). Infektio-oireiden nopea
havaitseminen, edustavien infektionäytteiden saaminen, varhainen empiirisen laajakirjoisen
antibioottihoidon aloittaminen sekä tehokas mikrobidiagnostiikka ovat ensiarvoisen tärkeitä.
Infektiot ovat syöpähoitojen merkittävin komplikaatio, jotka aiheuttavat paitsi toistuvia
antibiootti- ja sairaalahoitoja (morbiditeettia) niin myös mortaliteettia. Infektioepisodeja esiintyy
osastolla  2403 vuosittain 120–140. Ennuste on melko hyvä (kuolleisuus 2–8%),  ellei sepsistä
komplisoi pneumonia tai shokki (menehtyneillä usein jompikumpi komplikaatio). Syöpähoitojen
tai perustaudin aiheuttaman neutropenian vuoksi elimistön inflammatorinen vaste puuttuu, jolloin
potilaalta puuttuvat tulehduksen (punoitus, turvotus, kuumotus, kipu) ja sepsiksen oireet, minkä
vuoksi neutropeenisen kuumeen alkaessa potilas onkin tyypillisesti hyväkuntoinen. Seurauksena
on kuitenkin nopeasti voinnin romahtaminen ja septinen shokki, ellei hoitoa aloiteta ajoissa. Jos
antibioottihoitoa ei aloiteta, kokonaiskuolleisuus on jopa 40%.
Infektioriski kasvattavia tekijöitä ovat neutropenian syvyys, neutrofiilimäärän alenemisnopeus ja
neutropenian kesto. Jos neutrofiilitaso on 0.5–1.5 x 109 /l, vakavien infektioiden riski ei vielä
oleellisesti kasva, mutta neutrofiilitason ollessa alle 0.1–0.2 x 109 /l fataalien infektioiden riski on
huomattava. Jos neutropenia kestää yli viikon, kuumeen todennäköisyys on lähes 100%. Muita
tekijöitä, joihin liittyy kohonnut vakavan infektion riski ovat monosyyttitaso alle 0.1 x 109 /l,
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erittäin vakava infektio), poikkeavat maksa- tai munuaisarvot, keskuslaskimokatetrin infektio,
luuytimen hidas toipuminen taudin tai sytostaattihoidon aiheuttamasta lamasta, kuume >/= 39.0
°C, neurologiset tai psyykkiset oireet, alentunut yleiskunto, vatsakipu sekä hoitoon liittyvät
komplikaatiot.
Neutropeenisen sepsiksen diagnostiikassa veriviljely on tärkein. Jos kuume nousee neutropenian
aikana >38 ºC, otetaan steriilisti veriviljelynäytteet perifeerisestä laskimosta (8–10 ml) sekä
kaikista keskuslaskimokatetrien kanavista (10 ml/kanava), minkä jälkeen aloitetaan nopeasti
empiirinen, laajakirjoinen antibioottihoito, joka kattaa todennäköisimmät gram-negatiiviset ja -
positiiviset taudinaiheuttajat.
Vaikka tällä potilasryhmällä veriviljelyn näytevolyymi ei ole ongelma, veriviljelyistä saadaan
positiivinen tulos vain 10–20%:ssa. Neutropeenisen sepsiksen aiheuttajista 80% on peräisin
potilaan omasta mikrobifloorasta mm. sytostaattihoidon aiheuttamista limakalvovaurioista
johtuen. Veriviljelylöydös on aina merkitsevä, jos eristetty mikrobi on gram-negatiivinen sauva,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Viridans-ryhmän
streptokokki tai sieni. Staphylococcus epidermidis - ja Corynebacterium-bakteerikantojen tulee
löytyä vähintään kahdesta eri paikasta otetusta näytteestä, jotta ihoperäinen kontaminaatio voidaan
poissulkea. Neutropenian yhteydessä todettua S. epidermidis –kantaa on keskuslaskimokatetrin
omaavilla potilailla ensisijaisesti pidettävä todellisena sepsiksen aiheuttajana. Tämän vuoksi
vankomysiini-hoito on indisoitu heti gram-positiivisen kokkibakteerin toteamisen yhteydessä.
Suusta, ruuansulatuskanavasta tai perianaalialueelta peräisin oleva sepsis voi myös olla
polymikrobiaalinen (anaerobeja mukana).
Vaikka veriviljely jäisikin negatiiviseksi, neutropeeniseen kuumeeseen liittyy huomattava
mortaliteetti ilman asianmukaista hoitoa. Tämä tosiasia huomioiden veriviljelydiagnostiikan
osuvuutta tulee pyrkiä parantamaan.
Candida- sieni-infektioiden riski on korkea potilailla, joilla on akuutti leukemia tai jotka ovat
saaneet hematologisen kantasolusiirron ja joilla neutropenian odotettavissa oleva kesto on yli 7–
10 vuorokautta. Hematologisten potilaiden riski sairastua invasiiviseen kandidoosiin liittyy suun ja
ruuansulatuskanavan voimakkaaseen kolonisoitumiseen Candida-lajeilla, syöpähoitojen
aiheuttamaan limakalvovaurioon, fagosyyttisen solujen puutteeseen tai alentuneeseen
toimintakykyyn veressä ja kudoksissa sekä tehokkaan sienilääkityksen puuttumiseen tilanteessa,
jossa Candida-laji pääsee tunkeutumaan verenkiertoon. Sieni-infektioiden profylaksina
neutropeenisen kuumeen antibioottihoitoon liitetään flukonatsoli.
Korkean infektioriskin vuoksi syöpähoidossa olevilla lapsipotilailla käytetään kotihoidossa
trimetopriimi-sulfadiatsiini –antibioottiprofylaksiaa.
Johtuen neutropeenisten potilaiden lukuisista hoidoista laajakirjoisilla antibiooteilla, resistenssin
kehittyminen antimikrobilääkkeille on todellinen uhka (Guidelines for Febrile Neutropenic
Patients).
1.3. Veriviljelyiden laboratoriometodit
Koska veressä bakteerien määrä on erittäin pieni, diagnostiikkaa varten näytteen bakteereja on
välttämätöntä rikastaa. KYSissä vastasyntyneiden veriviljelynäytteet otetaan pienille lapsille
tarkoitettuihin BacT/ALERT® PF  (bioMérieux  Inc.,  Durham,  NC,  USA)  –veriviljelypulloihin,
jotka on tarkoitettu aerobisten bakteerien kasvatukseen. Osastolla 2403 veriviljelynäytteet otetaan
aikuisilla käytössä oleviin aerobisiin ja anaerobisiin BacT/ALERT-pulloihin. Veriviljelypullot
sisältävät elatusainetta, antibioottien häiritsevää vaikutusta estäviä komponentteja sekä
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BacT/ALERT–inkubaattoriin +35 °C:een. Jos bakteerikasvun seurauksena näytepullon
hiilidioksidipitoisuus lisääntyy, laite antaa valo- ja äänihälytyksen, joka perustuu ultravioletti-
valolla mitatun fluoresenssin lisääntymiseen pulloissa hiilidioksidipitoisuuden noustessa.
Suuri osa bakteereista tuottaa hiilidioksidia kasvatusalustan sisältämien ravinteiden käytön
seurauksena. Kuitenkin joissakin tilanteissa hiilidioksidin käyttöön bakteerikasvun osoittajana voi
liittyä ongelmia. Esim. näytteiden ottaminen pullosta kesken inkubaatiota voi merkittävästi häiritä
inkubaattorin kykyä tunnistaa bakteerikasvua kaasupitoisuuden muuttuessa näytettä otettaessa.
Toisaalta muiden kaasumaisten aineenvaihduntatuotteiden tapaan eri bakteerien kyky tuottaa
myös hiilidioksidia vaihtelee.
On esitetty, että rikastusolosuhteet optimoimalla voidaan tehostaa sairaalahygienian seurantaa,
infektioiden diagnostiikkaa ja näiden myötä sairaalainfektioiden torjuntaa (Hakalehto, 2006).
PMEU (Portable Microbe Enrichment Unit, Samplion Oy; Hakalehto, 2009) on kannettava
inkubaattori, jossa mikrobien kasvuolosuhteet on optimoitu lämpötilan, inkubaatiokaasun ja
ravinteiden saannin suhteen. Laitetta on käytetty mm. elintarvike- ja ympäristömikrobiologian
aloilla (Hakalehto ym., 2007; Heitto ym., 2006; Pitkänen ym., 2009). Lisäksi PMEU-
rikastusviljelyn on todettu moninkertaistavan löydettävien fakultatiivisten anaerobien määrän
lasten suoliston mikrobiston tutkimuksessa (Pesola ym., 2009; Pesola ja Hakalehto, 2010).
Menetelmässä näyte ja kasvatusliemi otetaan ruiskuun, joka asetetaan PMEU-laitteeseen
rikastusviljelyä varten. Laitteessa näytteisiin johdettu steriilisuodatettu kaasu jatkuvasti sekoittaa
näytettä ja saa aikaan tasaisen ravinteiden jakautumisen näyteliuoksessa. Viljelyn aikana
ilmaantuva bakteerikasvu voidaan osoittaa monitoroimalla aineenvaihdunnan tuotteena kehittyviä
kaasuja Chempro 100i® -laitteen (Environics Oy) avulla (Hakalehto ym., 2008).
PMEU- ja Chempro-menetelmiä ei ole aiemmin käytetty kliinisessä sepsis-diagnostiikassa, mutta
kesällä 2008 NEOSEPSIS-hankkeessa tutkimme KYSin Vastasyntyneiden teho-osastolta
vastasyntyneiden veriviljelynäytteistä eristettyjä bakteerikantoja käyttämällä PMEU-
rikastusviljelyä ja ChemPro 100i® -kaasudetektoria. Tulosten mukaisesti menetelmällä voitiin
havaita tutkittujen stafylokokki-, streptokokki-, E. coli-, klebsiella- ja Bacillus cereus -bakteerien
metabolista aktiviteettia jo erittäin varhain.  Lähtötilanteessa bakteeripitoisuus oli n. 1 x 106 solua /
ml, jolloin bakteerikantojen kasvu todettiin 2–4 tunnin PMEU-kasvatuksen jälkeen. Jopa
tutkittaessa viljelmiä, joiden bakteeripitoisuus lähtötilanteessa oli erittäin pieni, vain 0.5–600 solua
/ ml, kasvu kyettiin toteamaan jo 3–5 tunnin viljelyn jälkeen (Hakalehto ym., 2009).
PMEU:n on todettu tehostavan esim. ympäristöstressille altistuneiden bakteerisolujen elpymistä
(Pesola ym., 2009; Pesola ja Hakalehto, 2010). Äidin ennen synnytystä tai sen aikana saama
antibioottihoito voi estää vauvan bakteerien osoitusta, mutta PMEU voi auttaa detektiossa
elvyttämällä tehokkaasti stressaantuneitä soluja. Herkemmät mikrobiologisen analyysin välineet
mahdollistavat piilevien infektioiden toteamisen ja oikean hoidon aloittamisen ajoissa.
PMEU:ta voidaan käyttää myös mikrobikantojen antibioottiherkkyyden tutkimuksessa.
Tutkittaessa vankomysiinin tehoa PMEU-viljelmässä saatiin estovaikutukset näkyviin jopa parissa
tunnissa (Hakalehto ym., 2010).
62. Hypoteesit
a) Vastasyntyneiden veriviljelyistä vain noin 7–10%:ssa ja syöpää sairastavien lasten
veriviljelyistä vain n. 10–20%:ssa on bakteerikasvua. Oletamme positiivisten veriviljelyjen
määrän kaksinkertaistuvan nykyiseen ilmaantuvuuteen nähden. PMEU-
rikastusmenetelmän avulla voidaan parantaa merkittävästi veriviljelyn herkkyyttä, ts. lisätä
positiivisten näytteiden osuutta ja siten parantaa sepsisten diagnostiikkaa ja hoidon
suuntaamista.
b)  Mikrobien tehostettu rikastusviljely ja kaasumaisten aineenvaihduntatuotteiden
osoittaminen rikastuksen aikana Samplion Oy:n valmistamalla PMEU Scentrion® -
laitteella voi merkittävästi nopeuttaa taudinaiheuttajabakteerien kasvun toteamista ja
tunnistamista vastasyntyneiden sekä hematologisten ja onkologisten lapsipotilaiden
veriviljelynäytteistä.
3. Tavoitteet
Tavoitteena on verrata
a) PMEU-menetelmän ja kliinisessä käytössä olevan rutiiniveriviljelymenetelmän herkkyyttä
sekä
b) positiivisen veriviljelytuloksen saamiseen kuluvaa aikaa käyttämällä PMEU-menetelmää
tai perinteistä veriviljelymenetelmää
vastasyntyneiden ja hematologis-onkologisten lapsipotilaiden sepsisdiagnostiikassa.
4. Aineisto
4.1. Vastasyntyneet, joilla epäillään sepsistä
Tutkimukseen rekrytoidaan KYSin Vastasyntyneiden teho-osastolla ne potilaat, joilta on kliinisin
perustein aiheellista ottaa veriviljely ja aloittaa empiirinen antibioottihoito. Suostumus pyydetään
potilaan omaisilta, kuten kohdassa 6 esitetään.
Veriviljely otetaan laskimosta tai valtimosta noudattaen KYSin Vastasyntyneiden teho-osaston
ohjetta ”Veriviljelyn otto”. Verinäytettä pyritään saamaan 1–2 ml käyttäen näytteenotossa
ensisijaisesti 2 ml:n ruiskua. Suhteutettuna lapsien kokonaisverimäärään tutkimusnäytemäärän
tulee jäädä alle 1 %:iin kokonaisveritilavuudesta. Koko seurannan aikana otettujen verinäytteiden
tilavuus jää alle 5 %:n veren kokonaistilavuudesta ja tällaisen verimäärän menetyksellä ei ole
fysiologista merkitystä (ks. liite ” Blood Sampling Guidelines”). Puolet saadusta veriviljelystä,
mutta vähintään 0.5 ml, viljellään käyttäen normaalia viljelykäytäntöä.  Puolet näytteestä viljellään
tutkimukseen liittyvää PMEU-rikastusviljelyä käyttäen. Tutkimusnäytettä ei tule ottaa eri pistolla
otetusta verinäytteestä, joten tutkimuksesta ei aiheudu lapselle ylimääräisiä pistoksia.
Samalta potilaalta voidaan tutkimukseen ottaa veriviljelynäytteet mukaan myös useammasta kuin
yhdestä sepsisepäilytilanteesta, ellei vanhempi/vanhemmat tahdo jättäytyä pois tutkimuksesta.
Otoskoko: Jos perinteisessä veriviljelyssä on kasvua n. 7–10%:ssa, ja oletamme että PMEU –
rikastus nostaa positiivisten määrää 100% (14–20%), löytyy merkitsevä ero ryhmien välillä 95%:n
todennäköisyydellä jos aineiston koko on 200.
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antibioottihoito tai vastaavasti äidin raskauden viimeisen viikon aikana tai synnytyksen yhteydessä
saama antibioottihoito voivat häiritä vastasyntyneen veriviljelynäytteiden tutkimista, pyydetään
vanhemmalta/vanhemmilta lupa kerätä nämä tiedot lapsen ja äidin potilaskertomuksista
tutkimuksen käyttöön.
4.2. Hematologis-onkologiset lapsipotilaat joilla epäillään sepsistä
Tutkimukseen rekrytoidaan KYSin Lasten veri- ja syöpätautien osastolla ne potilaat, joilta on
kliinisin perustein aiheellista ottaa veriviljely ja aloittaa empiirinen antibioottihoito. Suostumus
pyydetään potilaan omaisilta, kuten kohdassa 6 esitetään.
Lasten veri- ja syöpätautien osastolla sepsisepäilyn yhteydessä otetaan 8–10 ml veriviljelynäytettä
aerobiseen ja anaerobiseen veriviljelypulloon uudella laskimopunktiolla perifeerisestä laskimosta
sekä kaikista keskuslaskimokatetrien infuusiokanavista. Jokaisen veriviljelynäytteen ottamisen
kanssa samanaikaisesti otetaan samoista näytteenottokohdista lisäksi n. 5 ml veriviljelynäytettä
PMEU-rikastusviljelyyn. Tutkimusnäytteitä ei voida ottaa eri pistokerralla kuin tavalliset
veriviljelynäytteet otetaan, joten tutkimuksesta ei aiheudu potilaille ylimääräisiä pistoksia. Jos
tutkimusnäytettä ei saada näin otettua jostakin näytteenottokohdasta, otetaan tutkimukseen
mukaan kuitenkin kaikki saadut näytteet. Jos yhtään tutkimusnäytettä ei saada ohjeen mukaan
otettua, potilas jää tutkimuksen ulkopuolelle. Muita tutkimuksesta poissulkukriteerejä ei ole.
Samalta potilaalta voidaan tutkimukseen ottaa veriviljelynäytteet mukaan myös useammasta kuin
yhdestä sepsisepäilytilanteesta, elleivät potilas ja/tai vanhempi/vanhemmat ilmoita tutkimuksesta
pois jättäytymisestä.
Otoskoko: Jos perinteisessä veriviljelyssä on kasvua n. 10–20%:ssa, ja oletamme että PMEU –
rikastus nostaa positiivisten määrää 100% (ad 20-40%), löytyy merkitsevä ero ryhmien välillä
95%:n todennäköisyydellä jos aineiston koko on 70.
Koska potilaalle edeltävästi annettu antibioottihoito voi merkittävästi häiritä veriviljelynäytteiden
tutkimista, pyydetään potilaalta ja vanhemmalta/vanhemmilta lupa kerätä lapsen/nuoren
potilaskertomuksista tiedot sairauksista ja antibioottihoidoista näytteenottoa edeltävän kuukauden
ja näytteenottoa seuraavan kuukauden ajalta tutkimuksen käyttöön.
5. Menetelmät
Vastasyntyneiden veriviljelynäytteet otetaan pienille lapsille tarkoitettuihin BacT/ALERT® PF
(bioMérieux Inc., Durham, NC, USA) –veriviljelypulloihin, jotka on tarkoitettu aerobisten
bakteerien kasvatukseen. Osastolla 2403 veriviljelynäytteet otetaan aikuisilla käytössä oleviin
aerobisiin ja anaerobisiin BacT/ALERT-pulloihin. Veriviljelypullot sisältävät elatusainetta,
antibioottien häiritsevää vaikutusta estäviä komponentteja sekä hiilidioksidikaasua. Pullot
asetetaan näytteessä olevien bakteerien kasvua edistävään BacT/ALERT–inkubaattoriin +35
°C:een. Jos bakteerikasvun seurauksena näytepullon hiilidioksidipitoisuus lisääntyy, laite antaa
valo- ja äänihälytyksen, joka perustuu ultravioletti-valolla mitatun fluoresenssin lisääntymiseen
pulloissa hiilidioksidipitoisuuden noustessa. Useimmiten laite antaa bakteerikasvun aikaansaaman
hälytyksen 1–2 vrk:n viljelyn jälkeen. Tämän jälkeen näytteestä tehdään gram-värjäys,
maljaviljelyt, jatkotutkimukset taudinaiheuttajan identifioimiseksi sekä antibioottiherkkyys-
määritykset. Näin ollen gram-värjäyksen tulos on yleensä hoitavan lääkärin käytettävissä 1–2
vrk:n kuluttua näytteenotosta ja bakteerin nimi ja antibioottiherkkyys n. 1–2 vrk myöhemmin. Jos
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jälkeen tehdään viljelyt bakteerimaljoille.
Tutkimuksessa veriviljelynäytettä otetaan tavallisten em. näytteiden lisäksi yhteen tai kahteen
viljelyruiskuun, johon lisäksi otetaan 10–12 ml liemimäistä elatusalustaa (Samplion Oy), minkä
jälkeen viljelyruiskut asetetaan PMEU Scentrion® -laitteeseen rikastumaan. Viljeltäessä aerobisia
bakteereja ruisku liitetään aerobiseen rikastuskaasuun ja anaerobisia viljeltäessä vastaavasti
anaerobiseen rikastuskaasuun. Yhdessä PMEU:ssa on mahdollista käyttää sekä aerobista että
anaerobista kasvatusta samanaikaisesti.
Projektissa käytetään uutta PMEU Scentrion® -laitetta, jossa PMEU-rikastusominaisuuden ohella
on sisäänrakennettuna kaasudetektori, jolla kyetään tunnistamaan useita mikrobien
aineenvaihdunnassaan tuottamia kaasuja. Mikäli bakteerikasvun merkkinä kaasutunnistin antaa
hälytyksen, mikä yleensä tapahtuu 10 tunnin sisällä inkubaation aloituksesta, otetaan
viljelyruiskusta 1 ml näytettä steriiliin koeputkeen tai anaerobiruiskuista anaerobisille näytteille
tarkoitettuun näyteastiaan, josta tehdään gram-värjäys, maljaviljelyt, kantojen identifikaatio ja
antibioottiherkkyysmääritykset ISLAB Oy:n Kliinisen mikrobiologian laboratoriossa käyttäen
rutiinikäytössä olevia menetelmiä. Jos laite ei näytteen kohdalla hälytä, inkubaatiota jatketaan
yhteensä 6 vrk:n ajan, minkä jälkeen tehdään viljelyt bakteerimaljoille samaan tapaan kuin
normaalimenetelmän kohdalla tehdään.
Lisäksi veriviljelyssä kasvavien bakteerien antibioottiherkkyyttä tutkitaan siirrostamalla pieni
määrä näytettä erilaisia antibiootteja ja elatusainetta sisältäviin ruiskuihin sekä yhteen ruiskuun,
jossa on pelkästään ravinnelientä. Tällöin bakteerien antibioottiherkkyyttä voidaan arvioida
vertaamalla bakteerien kasvua antibiootteja sisältävissä ruiskuissa ja niissä ruiskuissa, jotka eivät
sisällä antibioottia.
6. Eettiset näkökohdat
Epäiltäessä sepsistä potilasta hoitava lastenlääkäri informoi potilasta ja/tai tämän
vanhempaa/vanhempia tutkimuksesta sekä suullisesti että lukutaitoisia myös kirjallisesti ja antaa
sen jälkeen kaikille lukutaitoisille tutkimuksen suostumuslomakkeen. Mikäli potilas tai
vanhempi/vanhemmat kieltäytyvät heti tutkimuksesta, tutkimusnäytteitä ei oteta. Potilas ja/tai
vanhempi/vanhemmat voivat luovuttaa allekirjoitetun suostumuslomakkeen informaation
antamisen yhteydessä tai kahden vuorokauden kuluessa näytteenotosta lapsen hoitoon
osallistuvalle lääkärille tai hoitajalle. Mikäli informaatiota ei voida ajankohdan (esim. yöllä) tai
esim. potilaan tai äidin (kun tutkimushenkilönä vastasyntynyt) alentuneen terveydentilan vuoksi
antaa ennen päivystyksellisesti tapahtuvaa veriviljelynäytteenottoa, jaetaan informaatio kuitenkin
mahdollisimman pian seuraavana päivänä tai potilaan tai äidin terveydentilan salliessa, mutta
kuitenkin viimeistään kahden vuorokauden kuluttua näytteenotosta. Mikäli potilas ja/tai
vanhempi/vanhemmat kieltäytyvät tutkimuksesta, peruvat aiemman suostumuksensa tai eivät anna
suostumusta kahden vuorokauden kuluessa näytteenotosta, ko. sepsisepäilytilanteessa otetut
potilaan tutkimusnäytteet ja niihin mahdollisesti liittyvä muu tutkimusaineisto hävitetään.
KYSin Vastasyntyneiden teho-osastolla hoidettavien potilaiden, joilla keskosuuden tai sairautensa
vuoksi on perusterveeseen vastasyntyneeseen nähden suurentunut alttius sairastua sepsikseen,
kuten myös Lasten veri- ja syöpätautien osastolla hoidettavien potilaiden, joilla sairautensa vuoksi
on perusterveeseen lapseen/nuoreen nähden suurentunut alttius sairastua sepsikseen, kohdalla.
voidaan tutkimuksesta jakaa potilaalle ja/tai vanhemmalle/vanhemmille suullisesti ja kirjallisesti
informaatiota sekä pyytää suostumukset tutkimukseen osallistumisesta jo ennalta mahdollista
myöhempää saman sairauden hoidon yhteydessä ilmenevää sepsisepäilytilannetta varten.
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Kliinisen mikrobiologian laboratorion toimesta tutkimusryhmälle. Tutkimus saa käyttöönsä
ISLAB Oy:n Kliinisen mikrobiologian laboratoriosta tiedot tutkittavien bakteerikantojen
ominaisuuksista, kuten gram-värjäyksen, biokemiallisten ja identifikaatiotestien sekä
antibioottiherkkyysmääritysten tuloksista.
Tutkimuksessa kertyvä kirjallinen aineisto talletetaan tutkimushenkilökunnan toimesta lukittuun
paikkaan ja elektroninen aineisto salasanoin suojattuna KYSin potilastietojärjestelmään.
Tutkimustulokset kooditetaan siten, että tutkimuksen vastuulääkärin sekä KYSin osastojen 2403 ja
2406 vastuulääkärien sekä muiden potilasta hoitavien tahojen lisäksi sivullisten ei ole mahdollista
yhdistää niitä lapsen/nuoren tai äidin henkilötietoihin.
7. Aikataulusuunnitelma
Tutkimusnäytteiden keräys aloitetaan keväällä 2010. Aineiston keräämisen arvioidaan kestävän
noin 6 kuukautta.
Projektin tulosten perusteella valmistetaan raportti ja ainakin kaksi kansainvälistä tieteellistä
julkaisua, joista toisessa esitellään tutkimustulokset vastasyntyneiden kohdalla ja toisessa tulokset
lasten veri- ja syöpätautiosaston osalta.
8. Kustannusarvio
Hankkeen kokonaiskustannukset ovat 25.250 euroa, joka muodostuu seuraavasti:
KYSin Potilastutkimushanke-EVO:
- tarvikkeet:
 *  kasvatusalustat ja tarvikkeet uutta rikastusviljelymenetelmää varten 4.500 €
 *  viljelykaasut ja muut laboratoriotarvikkeet 2.000 €
 *  muut tarvikkeet 500 €
yhteensä: 7.000 €
KYSin Tutkimussäätiön apuraha + muu apuraha:
- Finnoflag Oy:lta hankittavat ostopalvelut
 *  veriviljelynäytteistä eristettyjen bakteerikantojen antibioottiherkkyyden
  tutkiminen PMEU-menetelmällä (50 bakteerikantaa) 4.000 €
yhteensä:  7.600 €
Finnoflag Oy / Samplion Oy:
- laboratoriossa toimivan opiskelijan työskentelyyn liittyvät kustannukset 90 h
(á 35 €) 3.150 €
- suunnittelutyö, tulosten käsittely + laboratoriossa työskentelevän
  opiskelijan ohjaus 75 h (á 60 €) 4.500 €
yhteensä 7.650 €
ISLAB OY / Mikrobiologian laboratorio:
- viljelypositiivisten PMEU:ssa rikastettujen näytteiden
  (arviolta n. 150 kpl, á 20 €) analyysikustannukset 3.000 €
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Samplion Oy toimittaa PMEU Scentrion® -laitteen hankkeen käyttöön ja vastaa laitteen huollosta
sekä käyttökoulutuksesta hankkeen aikana. Lisäksi se valmistaa elatusalustat ja rikastustarvikkeet
tutkimuksen käyttöön. Hanketta varten haetaan KYSistä Potilastutkimushanke-EVO –rahoitusta
tarvikekustannusten kattamiseksi. Finnoflag Oy / Samplion Oy vastaavat rikastusalustojen
suunnitteluun, laboratoriossa tapahtuvaan opiskelijan ohjaukseen sekä opiskelijan työskentelyyn
liittyvistä kuluista. Lisäksi tutkimukseen osallistuu Environics Oy (Mikkeli).
Kuopion yliopistollisen sairaalan tutkimussäätiöltä on haettu veriviljelynäytteistä todettavien
mikrobien antibioottiherkkyyksien tutkimiseen uudella PMEU-menetelmällä 2.000 euron
apurahaa.
9. Tutkimuksen merkitys
Vastasyntyneiden ja neutropeenisten potilaiden septisten infektioiden hoidossa on tärkeää kehittää
entistä tehokkaampia ja luotettavampia keinoja todeta taudinaiheuttajat ja niiden
antibioottiherkkyydet varhain, jotta oikeat hoitopäätökset voitaisiin tehdä ajoissa. Tutkimme uutta,
lupaavaa veriviljelymenetelmää. Jos hypoteesimme on tosi, menetelmän avulla on mahdollista
tehostaa veriviljelydiagnostiikkaa ja sairaalainfektioiden valvontaa merkittävästi. Tämänkaltainen
kehitystyö voi suoranaisesti lisätä potilasturvallisuutta tehostamalla mikrobidiagnostiikkaa sekä
nopeuttamalla oikein suunnatun antimikrobihoidon käyttöönottoa.
Tutkimus voi tuoda tutkittaville välitöntä hyötyä nopeampien ja luotettavampien
veriviljelytulosten kautta. Mitä paremmin taudinaiheuttajamikrobit saadaan säilymään
elinkelpoisina ja kasvamaan veriviljelynäytteissä ja mitä nopeammin ne voidaan todeta, sitä
pikemmin tutkittavien on mahdollista päästä oikeanlaisen antibioottihoidon piiriin. Tämä voi
nopeuttaa sepsiksestä paranemista, vähentää tehohoidon tarvetta ja jopa säästää ihmishenkiä.
Tutkimus tehdään vastasyntyneillä sekä hematologis-onkologisilla lapsipotilailla näiden
kummankin potilasryhmän erityislaatuisuuden vuoksi. Täysi-ikäisillä tehtävien tutkimusten
tuloksia ei olisi mahdollista suoraan soveltaa näiden potilasryhmien kohdalla. Tutkimuksen
molemmissa potilasryhmissä sepsisten esiintyvyys on verrattain korkea, mikä vuoksi
sepsisdiagnostiikan kehittäminen nimenomaan näiden potilaiden kohdalla on erityisen tärkeää.
Erityispiirteidensä vuoksi nämä potilaat voivat myös eniten hyötyä tutkimuksen tarjoamasta
veriviljelydiagnostiikan tehostumisesta.
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